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Resumen

La teoria de la inversion diferencial de recursos indica que cuando dos o més funciones
utilizan el mismo recurso, el organismo entrara en un dilema afectando potencialmente tales
funciones. En este proyecto, usando el grillo comun, se puso a prueba esta teoria con tres
funciones: la respuesta inmune, la produccién de exoesqueleto y la produccién de huevos. El
recurso en dilema para estas funciones puede ser la melanina la cual participa en la
encapsulacion de agentes extrafios, la fabricacion de las capas del exoesqueleto y la cubierta de
los huevos. La idea general fue someter animales a retos inmunes artificiales, via insercién de
un implante de nylon (renovandose cada ‘siete dias), y asi evaluar: a) si ambos sexos
desarrollaron un tamafio menor o el exoesqueleto tiene menor érea en la tltima muda; b) si las
hembras produjeron menos huevos o estos fueron de menor tamafio. Adicionalmente, también
se registro si las hembras con reto inmune sufrieron una menor supervivencia. Cada
experimento tuvo los siguientes grupos: animales control (sin manipulacién), animales con un
implante, con dos implantes, con simulacién de un implante (s6lo un dafio fisico; testigo uno)
y con simulacién de dos implantes (dos dafios fisicos; testigo dos). Los resultados obtenidos
mostraron que: a) los animales con dos implantes alcanzan un menor tamafio que los otros
grupos; b) los grupos testigo aumentaron el drea del exoesqueleto; c) los grupos testigo y de
dos implantes mostraron una reduccién en el nimero de huevos puestos; d) el grupo de dos
implantes tuvo un tamafio mayor de huevos que el resto de los grupos; v, ¢) las hembras de dos
implantes sobrevivieron menos que el grupo de un implante y el control, mientras que los
testigos se mantienen con valores intermedios. La reduccién del tamafio corporal en ambos
sexos puede afectar negativamente las oportunidades de c6pula en machos y la fecundidad en
hembras (lo cual se ve con los resultados de huevos). El aumento del 4rea del exoesqueleto a
partir de los retos puede interpretarse como una especie de preparacién inmunolégica ante
futuros ataques. Es interesante que los retos afectan el niimero de huevos producidos aunque el
tamafio de estos se hace mas grande. Resultados previos, sugieren que el tamafio mayor de
huevos favorece mayor supervivencia. Probablemente, los animales “apuesten” por un mayor

tamafio de huevos a expensas de una disminucién en el nimero de estos.
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1. Introduccion

A menudo los recursos captados por los organismos no son suficientes para satisfacer
optimamente las necesidades vinculadas con los eventos de crecimiento, supervivencia y
reproduccion, por lo cual podrian enfrentar dilemas en la asignacién de recursos (Stearns
1992). Segun la teoria de la distribucion diferencial de recursos, los organismos tienen la
flexibilidad de invertir estos segin distintas prioridades de uso (Williams 1966, Levins
1968, Roff 1982, Clutton-Brock 1983, Stearns 1992), llegando incluso a sacrificar algunas
funciones o caracteristicas (Clutton-Brock 1983, Begon y cols. 1990). Un ejemplo
cominmente documentado es el decremento en la longevidad como consecuencia de una
mayor inversiéon en la fecundidad (ver algunos casos en Roff 1982, Stearns 1992). Sin
embargo la inversion diferencial se puede dar de manera sutil, con sacrificios en funciones
o estructuras particulares; por ejemplo el pez Xiphophorus hellleri, al desarrollarse en
ambientes con baja disponibilidad de alimento sacrifica el largo del cuerpo para invertir de
manera alternativa en desarrollar una cola mas grande la cual funciona como un caracter
sexual secundario (Basolo 1998). Esto es adaptativo para el animal ya que ambos
caracteres -cola larga y longitud del cuerpo- son favorecidos por las hembras en la eleccion
de los machos; al tener una cola larga el animal parece mas grande lo cual es menos
costoso para el macho que temer un cuerpo mas largo. Asi mismo el vinculo entre
funciones puede tener una base genética con genes o grupos de ellos que aparecen
correlacionados, y a mayor expresion fenotipica de un caracter se afecta negativamente el
fenotipo de otros genes (Zera y Harshman 2001). Un ejemplo de esto se ha visto en la
mosca Drosophila melanogaster donde se seleccioné artificialmente una linea que
resistiera el ataque de un parasitoide. Esta linea resistente, sin embargo, posee una menor
habilidad competitiva por alimento (Fellowes y cols. 1998).

Recurriendo a estas ideas, en este proyecto se explor6 la probabilidad de que la
melanina sea un agente limitante en un posible dilema de administracién de recursos entre
el sistema inmune, produccién del exoesqueleto y produccién de huevos en el grillo comtn
Acheta domesticus. La melanina es elaborada a partir de la fenilalanina un aminoécido que
el insecto no es capaz de producir y que s6lo es obtenido a través del alimento (Siva-Jothy
2000, Zografou y cols. 2001, Klowden 2000). El hecho de que la melanina sea continua y

fuertemente utilizada para estas tres funciones (ver abajo) (Zografou y cols. 2001, Kim y




cols. 2005, Schmid-Hempel 2005). Hace de esto un buen candidato para poner a prueba la
teoria de la asignacion diferencial de recursos, ya que estan directamente vinculadas con la
adecuacion del organismo y son constantes las demandas de melanina durante los

diferentes estadios de desarrollo de los insectos.

1.1 Sistema Inmune

El sistema inmune de los insectos es innato. A mayor escala se puede dividir en un
primer nivel de defensa llamado “pasivo”, dado por el tegumento que solo funciona como
barrera fisica, y un segundo nivel llamado “activo” constituido por la hemolinfa y la
produccion de citotoxinas en el drea atacada (Lavine y Strand 2002). El nivel activo se da
en la hemolinfa y no se basa en un mecanismo antigeno-anticuerpo, por lo tanto carece de
una memoria inmunolégica como ocurre en vertebrados. Sin embargo, puede reconocer y
eliminar eficientemente agentes y tejidos extrafios que hacen contacto con la hemolinfa,
mediante dos tipos de respuesta, celular y humoral (Maramorosch y Shope 1975). La
respuesta celular se desencadena contra agentes infecciosos de gran tamafio (p. ej.
metazoarios) y es llevada a cabo por los hemocitos circulantes en la hemolinfa (Gillespie y
Kanost 1997). Los componentes del sistema inmune celular son variados: los granulocitos
al encontrar un agente extrafio, lo fagocitan mientras secretan enzimas hidroliticas que
sirven para romper la membrana de las células de los patégenos, en dipteros los
lamelocitos reconocen al patdgeno (las moléculas que pueden ser reconocidas son los
lipopolisacéridos, peptidoglicanos y B1-3 glucanos); las enzimas proteasas activan a la
enzima profenoloxidasa y esta, a su vez, a la fenoloxidasa (Tzou y cols. 2002, Cerenius y
Soderhdll 2004, Nappi y Christensen 2005). La fenoloxidasa convierte los fenoles en
quinonas y, mediante una reaccion no enzimatica, las quinonas son convertidas a melanina
(Tzou y cols. 2002, Cerenius y Sdderhéll 2004, Nappi y Christensen 2005). La melanina se
adhiere a la pared de los patogenos para formar una capsula, la cual aisla e impide el
desarrollo del patogeno (Soderhidll y Cerenius 1998, Cerenius y Soderhidl 2004,
Christensen y cols. 2005), y finalmente, durante la melanogénesis se producen
intermediarios reactivos de oxigeno y nitrégeno que son muy téxicos para los patégenos y
que podrian ser la causa principal de la muerte de estos por melanogénesis (Lanz-Mendoza

y cols. 2002, Christensen y cols. 2005, Nappi y Christensen, 2005).




La respuesta humoral produce péptidos antimicrobianos que atacan bacterias gram-

megativas, gram-positivas y hongos (Hetru y cols. 1998, Steiner 2004). Los péptidos se
sroducen en el nicleo de la células del cuerpo graso mediante una sefial que recibe de los
~=ceptores de membrana activados (Hultmark 2003, Hetru y cols. 2003). La funcion de los
peptidos es desestabilizar la membrana celular mediante el desplazamiento de lipidos
(Zzsloff 2002).

Los costos de respuesta inmune no son triviales. Estos pueden ser de dos tipos: La
manutencion del sistema inmune (la maquinaria puesta para responder ante una acci6n
patogena) sin importar si es atacado o no y el desencadenamiento de la respuesta una vez
que se enfrente a un agente potencialmente patégeno (Schmid-Hempel 2003, Rolff y Siva-
Jothy 2003, Schmid-Hempel 2005). Los costos de desencadenar la respuesta se entienden
como la necesidad de producir elementos de defensa (péptidos y produccion ) a partir de
un recurso limitado y necesario para otras funciones vitales. En el caso de la respuesta
celular se propone que puede ser la melanina elaborada a partir de la fenilalanina (Siva-
Jothy 2000, Zografou y cols. 2001) mientras que para la humoral es la grasa, ya que la

principal fuente de produccion de péptidos son los cuerpos grasos (Hetru y cols. 2003).

1.2 Produccién de Exoesqueleto

Todos los insectos presentan un exoesqueleto de constitucién dura, insoluble e hidrofébica
(Kramer y cols. 2001). Esta estructura es de gran tamafio puesto que comprende toda la
superficie del animal ademas de las trdqueas respiratorias, el tracto digestivo y el ducto
reproductor (Wigglesworth 1972). Su principal funcion es conformar una barrera que evite
la desecacion por perdida de agua, la penetracion de organismos patogenos, la entrada de
elementos quimicos del medio ambiente asi como insecticidas. Al mismo tiempo juega un
papel estructural, al determinar el tamafio de los insectos y servir de sitio de anclaje para
los musculos (Klowden 2002, Andersen 2003). La cuticula de los insectos estd compuesta
por proteinas, lipidos y quitina (Klowden 2002). Las proteinas y la quitina interactiian para
dar la resistencia y dureza que requiere la funcién mecanica del exoesqueleto. Los lipidos
proveen proteccion a las capas superficiales, al ser la primera barrera en contacto con el
medio ambiente. Otros componentes de la cuticula son los fenoles, los cuales estan
generalmente involucrados en las reacciones de melanizacion dentro de la procuticula, que

estabiliza la matriz de proteinas (Klowden 2002).




La produccion del nuevo exoesqueleto inicia en el momento en que las células

epidérmicas se separan del viejo exoesqueleto. El crecimiento puede continuar hasta el
momento en que el exoesqueleto adquiere su dureza y resistencia caracteristicas que
conllevan a garantizar la proteccion a los 6rganos internos, a este proceso se le denomina
esclerotizacién o melanizaciéon (Klowden 2002, Andersen 2003). Los precursores de la
esclerotizacion se derivan del amino4cido tirosina en tres pasos enzimdticos; Primero la
tirosina es hidroxilada para convertirla en DOPA la cual es descarboxilada a dopamina
seguido por la acilacion del grupo amino de la dopamina para formar las catecolaminas (N-
acetil dopamina “NADA”, N-B-alanil-dopamina). Una vez que las catecolamidas son
liberadas en la cuticula son oxidadas por la fenoloxidasa para formar quinonas (Andersen y
cols. 1996, Klowden 2002). ’

Los costos de producir un nuevo exoesqueleto son altos y continuos: se puede
considerar que es la principal inversion de los insectos ya que en algunos grupos
comprende aproximadamente la mitad de su peso seco (Klowden 2002). No tan solo esto,
la produccion del exoesqueleto se da varias veces en la vida del animal lo cual supone un

gasto enorme de melanina en la vida (Borror y cols. 1992).

1.3 Corion de los Huevos

Este es la capa externa de los huevos, las funciones vitales en que participa son: proteccion
mecdnica, regulacion de la fertilizacion por medio del micrépilo, permite el intercambio de
gases tanto al aire libre como en el agua, protege de la evaporacién, en algunos casos
pueden absorber agua del medio ambiente y permite la salida de la larva al termino de la
embriogénesis (Margaritis 1985, Wheeler 2003). En términos practicos el corion es la
membrana que funge como barrera que separa el vitelo del medio ambiente. Esta
compuesto de distintas capas, las cuales son secretadas por el epitelio folicular dentro de
las ovariolas una vez que empieza la vitelogénesis (Klowden 2002). La primera capa es
una membrana inerte no celular que funciona como envoltura del vitelo, la siguiente capa
es una delgada capa llamada capa externa, sobre la cual se depositan varias capas del
corion. Dichas capas son el endocorion sub dividido en dos capas: endocorion interno y

endocorion externo, y el exocorion capa compuesta de carbohidratos y proteinas (Klowden
2002).




Después de la oviposicion los huevos sufren cambios en su apariencia fisica,
aumentan la resistencia a detergentes y componentes corrosivos, asi mismo en la fuerza y
resistencia mecanica mediante procesos similares a los que suceden en la esclerotizacién
del exoesqueleto. Durante la esclerotizacion del corion participan dos enzimas la
peroxidasa y la fenoloxidasa, encargadas de estabilizar la matriz de proteinas para obtener
las propiedades fisicas de la capa protectora. La peroxidasa cataliza la formacién de
ditrirosina a través de residuos de tirosina en proteinas estructurales; se sabe que también
participa en la melanizacion del corion ya que es capaz de oxidar dopa y dopaquinona. Sin
embargo, es dificil determinar qué tanto contribuye en la melanizacion. La profenoloxidasa
es la encargada de desencadenar el proceso de melanizacién mediante la oxidacion de dopa
y dopaquinona en la melanizacion del exoesqueleto. En la mayoria de los casos esto se
detecta por el cambio de color que se percibe en los huevos (Li y cols. 1996, Kim y cols.
2005, Li y Li 2006). Nuevamente, al igual que con el exoesqueleto, la melanina es

fuertemente utilizada.

En este trabajo, utilizando la I6gica de que la melanina puede ser utilizada para la
respuesta inmune celular, la produccion de exoesqueleto y de huevos (muy probablemente,
el corion), se puso a prueba la idea de que el uso de recursos para la respuesta inmune
puede afectar las otras dos funciones. Para los retos inmunes se ha utilizado la insercion de
un implante de nylon lo cual promueve la melanizacion por parte del grillo. Esta técnica ha
sido ampliamente utilizada de manera reciente en estudios de ecologia y evolucion de la

respuesta inmune (revisado por Schmid-Hempel 2005).

1.4 Biologia del Grillo Comiin Acheta domesticus

La especie de estudio grillo comun A. domesticus provee ventajas para poner a prueba la
hipétesis de este proyecto. Estos animales son omnivoros ¥y su crecimiento y produccion de
huevos estd fuertemente influenciado por las vitaminas y minerales contenidos en la dieta
(Woodring y cols. 1979). En las poblaciones naturales los adultos viven menos de cuarenta
dias (Murtaugh y Denlinger 1985) aunque en cautiverio los adultos viven en promedio 60
dias, llegando en algunos casos a 70 siendo atin reproductivamente activos. El desarrollo
ninfal dura de 40 a 50 dias y cada estadio aproximadamente ocho dias (Woodring y cols.

1988, Murtaugh y Denlinger 1985). Sin embargo, el tiempo de desarrollo es afectado por
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las condiciones del cultivo y de los ciclos de luz (Nowosielski y Patton 1965), por ello es
comun observar diferencias en los tiempos entre distintos estudios con esta especie.

Poco después de llegar a la madurez comienza la produccién de huevos (después de
haber mudado los huevos son ovulados). La vitelogénesis termina aproximadamente a los
cuatro dias después de la muda y a los siete los ovarios se llenan con huevos maduros. La
copula desencadena el mecanismo fisiologico para la oviposicion. Aqui copula, después de
este estimulo, las hembras tardan entre tres o cinco dias para oviponer, aunque en caso de
ser hembras de mas de dos semanas de edad solo tardan 24 hrs. En promedio ponen de 25 a
30 huevos por dia pero esta tasa disminuye después de los 60 dias y continda mas alla de
los 70 dias (Murtaugh y Denlinger 1985). Para el crecimiento de los ovarios o para
madurar los huevos no se requiere de la presencia de los machos (Woodring y cols. 1979),
una vez que la hembra ovula, la produccién de huevos continiia hasta la maxima capacidad
de carga de la hembra (400 a 100 huevos) y al llegar a este limite la oogénesis se detiene
(Woodring y cols. 1988). Esto debido a que la puesta de huevos no inicia sin el previo
estimulo del macho. Sin embargo, un solo espermatdforo es suficiente para estimular la
oviposicién (de forma continua y constante) durante 60 dias. No obstante el nimero de
copulas no tiene efecto sobre el nimero de huevos que se producen antes de llegar a los 60
dias de edad (Murtaugh y Denlinger 1985). Otro factor a considerar como efecto sobre la
oviposicion es la disponibilidad de sustrato; las hembras retienen los huevos fecundados
hasta encontrar el sustrato adecuado para su desarrollo (Murtaugh y Denlinger 1985).

El grillo comun vive en grupos, donde ambos sexos constantemente estan
compitiendo por alimento y espacio (Nosil 2002). Los machos defienden territorios en
cavidades donde las hembras llegan a copular con ellos y en las contiendas por pareja los
machos mas grandes y residentes del territorio son los ganadores (Hack 1997). Para atraer
a las hembras los machos producen estridulaciones con las alas y las hembras los localizan
por fonotaxis (Gray 1997). Las hembras eligen a los machos en funcion de las sefiales
actisticas que emiten las cuales son un caracter que refleja la calidad del macho (Gray
1997) ya que el tamafio del macho est4 positivamente correlacionado con el namero de
pulsos por estridulacion (Kiflawi y Gray 2000). Asi mismo el numero de pulsos se
correlaciona con la cantidad de hemocitos, fungiendo como indicador de una alta
capacidad para encapsular a los macropatégenos (Ryder y Siva-Jothy 2000). Algunos de

los organismos patégenos que mas comunmente atacan a A. domesticus son los




protozoarios Gregarina macrocephala, Gregarina ovata, Crithidia léger (Schittner y

McGhee 1970); los nematodos Steinerma scapterisci (Nguyen y Smart 1992), Steinernema
carpocapsae 'y Heterorhabditis bacteriophora (Gaugler y Cui 1994); y el hongo
Metarhizium anisopliae (Ginsbery 2002).




2. Antecedentes

Estudios de posibles compromisos entre la funcién inmune y otras funciones donde la
melanina puede ser el centro del dilema son escasos. En el grillo Grillus bimaculatus, la
encapsulacién por melanina correlaciond negativamente con el tamafio y tiempo de
desarrollo en ambos sexos (Rantala y Roff 2005). Aunque en este estudio se sugiere que la
melanina es el centro del conflicto, no se discute el posible mecanismo. Esta falla, de no
tratar de entender el mecanismo, es de hecho muy comun en la literatura (Zera y Harshman
2001, Zuk y Stoehr 2002). Sin embargo, un caso muy particular donde el mecanismo se
trat6 de dilucidar es el estudio experimental de Zografou y cols (2001) donde se demostro,
mediante un inhibidor del tirosina, que la deficiencia de este aminodcido conlleva a una
mal formacién del corion lo cual directamente afectaria la asignacion de melanina en los
huevos, algo que también se ha sugerido para el exoesqueleto (Andersen y cols. 1996).
Una ultima fuente de informacion ha surgido de estudios con Drosophila melanogaster. En
esta mosca, las lineas seleccionadas genéticamente para tener una mejor respuesta ante
parasitoides presentaron una menor habilidad competitiva por el alimento y una de las
posibles causas planteadas es que al asignar mas melanina a la respuesta inmune, la mosca

tarda mas en esclerotizar el aparato bucal (Fellowes y cols. 1998).




3. Justificacion

Dado que el compromiso de asignacion de recursos es la esencia en el entendimiento de la
evolucién de las historias de vida, en este trabajo se investigo si en A. domesticus, la

asignacion de recursos a la respuesta inmune limita la expresion de otras funciones.

4. Hipotesis

Los grillos (Acheta domesticus) que asignen melanina para desencadenar la respuesta
inmune celular afectaran negativamente la produccién de exoesqueleto en ambos sexos y

ntimero o tamaiio de huevos asi como supervivencia en las hembras.

5. Objetivo General

Investigar si en el grillo comin (Acheta domesticus) la elaboracion de respuesta celular via
melanizacion afecta negativamente la produccién de exoesqueleto en ambos sexos

mientras que en hembras adultas se compromete el nimero y/o tamafio de los huevos.

5.1 Objetivos particulares

1 Determinar si el uso de la melanina en la respuesta inmune celular durante el desarrollo
afecta negativamente la produccion de exoesqueleto en ambos sexos. Visto esto en
términos de un menor tamafio del animal o menor area del exoesqueleto.

2 Determinar si el uso de melanina en la respuesta inmune celular tiene como
consecuencia una reduccién el nimero y/o tamafio de los huevos en las hembras y

menor supervivencia.




6. Metodologia

6.1 Diseiio Experimental

En términos generales el disefio experimental consistié en dirigir la inversion de melanina
hacia la respuesta inmune, mediante la insercién de un nimero variable de implantes de
nylon en el cuerpo del animal y esperar efectos negativos en términos de produccion de

exoesqueleto (en ambos sexos), nimero y/o tamafio de los huevos en hembras adultas.

6.1.1 Cria y Mantenimiento de Grillos
Los grillos se obtuvieron del vivario de la Facultad de Estudios Superiores-Iztacala

(Universidad Nacional Autonoma de México). Para cada nueva colonia experimental se
tomaron huevos de un sélo dia de puesta utilizando sustrato de oviposicion Peat moss
(substrato para terrarios). Los huevos permanecieron en condiciones de temperatura de 26
+ 2 °C con periodos de luz/oscuridad de 12 horas, manteniendo el sustrato con humedad
constante hasta la eclosion. El tiempo de eclosion fue de aproximadamente dos semanas
bajo estas condiciones.

Cada nueva colonia se mantuvo en condiciones de laboratorio, en cajas de madera
(I m x 1 m x Im) con una lampara de 40 watts y contenedores de carton, para huevos de
gallina, que servian como refugio. Los animales se mantuvieron en las mismas condiciones
de luz y temperatura que los huevos, con una dieta ad libitum de agua y alimento
balanceado (Purina para pollos y alimento para tortugas en proporciones de 50% y 50%).
En general estas son las caracteristicas para el buen mantenimiento de estos animales en

cautiverio (R. Cueva del Castillo, com. pers.).

6.1.2 Insercién del Implante

La insercion del implante se realizd usando pinzas de diseccion, colocandolo en la
membrana intersegmental de los tergitos del segundo y tercer segmento abdominal
orientado de forma paralela al exoesqueleto para evitar dafio a érganos internos (Fig. 1). El
implante era un pequefio filamento de nylon transparente de 1.5 mm. de largo y 0.3 mm. de
didmetro que simula la presencia de un patégeno desencadenando la respuesta inmune
melandtica via formaciéon de una capsula (ver Rolff y Siva-Jothy 2003, Nappi y

Christensen 2005). Durante el tiempo de la infeccion artificial, el implante se rodea de
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melanina como parte de la respuesta celular (Rantala y cols. 2002). Previo a la insercion, el
implante fue desinfectado en etanol al 100%, con el fin de evitar infecciones por

micropatogenos.

Fig. 1. Implante insertado en el tercer segmento
abdominal en un individuo del grillo comun
Acheta domesticus.

6.1.3 Respuesta Inmune en Funcion del Tiempo

Previo a los tratamientos, se estim¢ el tiempo en que la respuesta por melanizacion se
completa. Esto permitié establecer el tiempo minimo necesario que el implante debe
permanecer dentro del grillo y el momento en que el animal detiene la aportacion de
melanina al implante. Con este fin, se dividieron seis grupos de 10 individuos (cinco
hembras y cinco machos cada grupo) con diferentes tiempos de reto inmunologico. En el
primer grupo el implante se dejo dentro del animal por seis horas mientras que en los
siguientes grupos el implante se dejo por seis horas mas de forma aditiva hasta llegar a 36

horas (grupos de 6, 12, 18, 24, 30 y 36 horas).

6.1.4 Comparacion entre Sexos

Se investigaron posibles diferencias sexuales en cuanto a la cantidad de melanina que se
deposita en el implante. Esto como una consideracion para el experimento de los efectos de
la respuesta sobre el exoesqueleto donde se utilizaron ambos sexos. Para ello, se usaron
grupos de diez hembras y diez machos adultos de dos semanas de edad, a los cuales se les
insertd un implante de nylon. El implante permanecié dentro del grillo por treinta horas,

para posteriormente medir el area de melanina que recubre el implante.




6.2 Respuesta Inmune y Produccion de Exoesqueleto

En este primer experimento se utilizaron grillos que fueron mantenidos en el laboratorio
desde huevos. Una vez que estos animales alcanzaron la cuarta muda se colocaron de
forma individual en recipientes de plastico (95.4 x 80.1 mm) Para evitar la competencia
intraespecifica que pueda afectar el desarrollo, con dietas ad libitum y condiciones de luz y
temperatura controlada hasta alcanzar la quinta muda. De estos animales se eligieron para
el experimento aquellos organismos de talla media, para evitar diferencias de tamaiio entre
grupos.

Los animales se dividieron de forma aleatoria en cinco grupos de 32 individuos los
cuales se mantuvieron en las mismas condiciones que antes. Un grupo fue designado como
control, al cual no se le realiz6 ningtin tipo de manipulacién. Dos grupos mds recibieron el
tratamiento que consisti6 en la insercion de un implante y dos implantes respectivamente.
El implante se recambi6 cada siete dias, con la idea de mantener un reto inmunoldgico
constante. Los dos grupos de grillos restantes fungieron como testigos de manipulacion
para los grupos con implante, en cada caso se infligi6 el dafio fisico causado por una o dos
inserciones pero el implante se retird evitando asi la encapsulacion del mismo (esta
manipulacién, al igual que los grupos con implante dentro, se realizé cada siete dias). El
experimento inici6 en la quinta muda, continué durante la sexta muda y finalizé cinco dias
después de haber llegado a la séptima o ultima muda que es cuando el animal ya es adulto.
El tiempo aproximado que los animales experimentales tuvieron el implante dentro fue de
22 dias.

Se midio el 4rea de melanina que rodea al implante como parametro del costo infligido
por los tratamientos y se calculé el efecto de éste sobre el tamaiio final del grillo y el érea

de exoesqueleto fabricado.

6.2.1 Medicién de Melanina depositada en el Implante

Una vez que se ha completado la respuesta inmune (30 horas como minimo ver resultados
de tiempo para completar la respuesta inmune) el implante se retiré cuidadosamente y se
fijo en etanol al 70%. La cubierta de melanina se cuantificé en milimetros cuadrados,
utilizando un programa para medir iméagenes (Image Tool ® 3.0) (Fig. 2). Para esto, el

implante fue previamente fotografiado utilizando una cdmara digital (OLYMPUS C-5050)




m<calada en un microscopio estereoscopico (OLYMPUS SZH10 -1.5X-). Se mantuvo

sempre la misma distancia de acercamiento al implante por el microscopio para evitar

#ferencias en tamafio entre fotografias.

Capas de me i

Fig. 2. Capas de melanina depositada sobre el
implante después de 32 hrs. Visto al microscopio
estereoscopico (1.5X).

6.2.2 Tamaiio Corporal del Grillo Adulto

Como una posible forma de respuesta a los retos, se midi6 el tamafio de los animales al
finalizar el experimento. El tamafio se obtuvo tomando el largo total, que va de la parte
anterior de la cabeza a la parte posterior del ultimo segmento abdominal, asi como el ancho
el cual se toma del segundo segmento del torax. Estas medidas fueron tomadas una vez
finalizado el experimento y que los grillos habian sido preservados en alcohol al 70%.
Estas dos medidas se tomaron para saber si difieren y con base a esto definir, cual de las

dos usar para las comparaciones posteriores.

6.2.3 Area del Exoesqueleto

Las mediciones del area de exoesqueleto se realizaron con base en el método propuesto por
Neville (1983). Se cort6 el primer par de patas (desde la base de la coxa) de cada animal, y
se colocaron en etanol al 70%. Este funciona como conservador y fijador eliminando el
agua contenida en los tejidos. Las estructuras se colocaron en un crioprotector (solucion de

sacarosa al 30%) para evitar la ruptura de los tejidos al momento de congelarlos. Se
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realizaron cortes transversales de la region media del fémur, de 10 micras de grosor

utilizando un criostato a una temperatura de entre -27 a -30°C. Una vez obtenidos los
cortes, se midi6 el area del exoesqueleto en milimetros cuadrados con el programa Image
Tool ® Version 3.0. Previo a esto se fotografiaron los cortes utilizando una camara digital
(OLYMPUS C-5050 zoom) en un microscopio optico (OLYMPUS SZH10 -1.5X-) con un
aumento de 10X (Fig. 3).

: At
Fig. 3. Corte transversal de la pata anterior con 10
micras de grosor. Donde se indica el musculo y el

exoesqueleto de esta estructura. Visto al microscopio
optico (10X).

6.3 Respuesta Inmune, Produccion de huevos y Supervivencia en Hembras

En este segundo experimento al igual que en el anterior, los grillos se separaron de forma
individual en el cuarto estadio. El experimento inicié a las dos semanas de haber llegado a
la madurez, tiempo en el que el animal presenta conducta sexual normal (Murray y Cade
1995).

Previo a la manipulacion experimental y ya como adultas (a las dos semanas), cada
una de las hembras virgenes se coloco por separado con un macho durante cuatro dias, En
este tiempo se observé que las hembras hubieran copulado al menos una vez; esto es
importante ya que la copula induce la oviposicion durante los siguientes 60 dias
(Margaritis 1985). Las hembras, ya sin macho, se distribuyeron de forma aleatoria en cinco
grupos de 20 hembras y a cada grupo se le asigné un tratamiento de la misma manera que

el primer experimento: control, insercion de un implante, dos implantes y los testigos de
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manipulacién para los grupos con implante, recambiando el implante cada siete dias

durante tres semanas.

6.3.1 Produccion de Huevos

Se obtuvieron huevos durante las tres semanas que durd el experimento. Para este fin, los
dias uno y cuatro después de haber insertado cada implante, se colocd sustrato de
oviposicién durante 24 horas, obteniendo asi los huevos producidos previo a la
disponibilidad de sustrato. El sustrato no permaneci6 disponible por més de 24 horas para
evitar la proliferacion de hongos (obs. pers.). Conforme se obtuvieron los huevos, estos se
preservaron en etanol al 70% para posteriormente realizar un conteo de los huevos puestos
por individuo en cada semana. Se comparé el nimero total de huevos producidos entre
tratamientos asi como el niimero de huevos producidos por semana, para poder considerar

el efecto del implante con respecto al tiempo.

6.3.2 Tamaiio de los Huevos

El tamaiio promedio de los huevos se estimé solo para la primera y segunda semana, dado
que el efecto acumulado de los implantes se observo hasta el final del tratamiento.
Entonces se tomaron muestras de 10 huevos por individuo de cada semana, se
fotografiaron utilizando una camara digital (OLYMPUS C-5050 zoom) instalada en un
microscopio estereoscopico (OLYMPUS SZH10) y se midi6 el drea de cada huevo con el
programa Image Tool® version 3.0. Se compararon las dreas entre tratamientos con

respecto al control por semana y de forma pareada entre las semanas dos y tres.

6.3.3 Supervivencia

Una vez que se inserté el primer implante, se inici6 un registro de supervivencia cada
tercer dia hasta el Gltimo dia de la manipulacién experimental. Se comparé el minimo de

dias de vida entre tratamientos.
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7. Resultados

7.1.1 Respuesta Inmune en Funcién del Tiempo
La cantidad de melanina que se deposité en la superficie del implante aumenté con el

tiempo pero se estandarizo al final (Fig. 4). Los grupos de menos horas con el implante
difirieron de aquellos que tuvieron mas tiempo (Fss4 = 4.21 p = 0.002), en donde los
grupos de seis, 12, 18 y 24 horas formaron un conjunto similar (prueba de Post hoc de
Fisher p > 0.05) mientras que los de 30 y 36 formaron un conjunto diferente del anterior
(prueba de Post hoc de Fisher p < 0.05). Asi mismo los grupos de 24 y 30 horas fueron
similares (prueba de Post hoc de Fisher p > 0.05). Estos resultados sugirieron que después
de 24 horas no hay cambios mayores; es decir el proceso de melanizacién se ha

completado.

7.1.2 Comparacidn entre Sexos

La cantidad de melanina depositada en el implante fue similar para machos y hembras (U
=42 p=0.57; Fig. 5).
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Area de melanina (en mm®)
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-

6 hrs 12hrs 18hrs 24 hrs 30 hrs 36 hrs

Fig. 4. Respuesta inmune en funcién del tiempo (media y error estdndar). Las letras
similares indican que no hay diferencias estadisticas, Por ende las letras diferentes
sefialan diferencias estadisticas (N = 10 para cada grupo).
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Area de melanina (en mm’)

Machos Hembras

Fig. 5. Comparacién de respuesta inmune entre sexos después de 30 horas. Las barras
representan la mediana y los bigotes el méximo y el minimo (N = 10 por cada grupo).

7.2 Respuesta Inmune y Produccion de Exoesqueleto
La cantidad de melanina depositada en la superficie del nylon difirié si se tuvo uno o dos
implantes (U = 1, p = 0.0006), donde el tratamiento con dos implantes presentd mayor

cantidad de melanina (Fig. 6).

7.2.1 Tamafio Final del Grillo adulto
El largo del cuerpo estd directamente correlacionado con el ancho (N = 71, r =0.68, p <
0.05) (Fig. 7). Con base en este resultado utilicé el largo como medida de talla corporal.

El tratamiento experimental tuvo un efecto significativo en el tamafio que
alcanzaron los adultos (F473=2.93, p = 0.03): en el grupo de dos implantes el tamafio fue
significativamente menor comparado con el grupo control y los testigos (prueba de Post
hoc de Fisher p < 0.05). No obstante, el tratamiento de un implante solamente marc6 una

tendencia a reducir el tamafio (prueba de Post hoc de Fisher p = 0.07; Fig. 8).
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7.2.2 Area del Exoesqueleto

El efecto en el area de exoesqueleto producido fue positivo para algunos grupos
experimentales (F472=3.12, p = 0.02): los grupos testigo tuvieron mayor area con respecto
al control (prueba de Post hoc de Fisher p < 0.05); el aumento fue mas claro en el grupo de
un implante (prueba de Post hoc de Fisher p = 0.005); y el grupo de dos implantes tuvo un
irea similar al del grupo control (prueba de Post hoc de Fisher p = 0.8; Fig. 9).
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Fig. 6. Cantidad de melanina depositada segin el niimero de implantes. Las barras
representan la mediana y los bigotes el maximo y el minimo.
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Largo del animal (en mm)
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Fig. 7. Relacién entre el ancho y largo del cuerpo en el grillo.
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Fig. 8. Comparacién entre tratamientos del tamafio del adulto. Las letras similares y
diferentes muestran ausencia y presencia de diferencias significativas respectivamente.
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Fig. 9. Area del exoesqueleto en los grillos adultos. Las letras similares y diferentes
muestran ausencia y presencia de diferencias significativas respectivamente.

7.3 Reto Inmune, Produccién de Huevos y Supervivencia

7.3.1 Namero de Huevos

Hubo diferencias entre tratamientos del nimero de huevos puestos durante las tres semanas
(F49s = 4.14, p = 0.004; Fig. 10). El grupo de un implante no presentd disminucion en
ntimero de huevos (prueba de Post hoc de p = 0.81). Los grupos testigo y dos implantes
mostraron una reduccion del nimero de huevos con respecto al grupo control (prueba de
Post hoc de Fisher p< 0.05). Esto es lo que se observé tomando el numero total de huevos
(Fig. 10).

Al analizar el nimero de huevos por semana, mediante un andlisis de medidas
repetidas, se detectd que las diferencias entre tratamientos se dieron hasta la tercera
semana (Fig. 11), en donde no fue el tratamiento (F45 = 2.28, p=0.07), ni el tiempo (F2,s0
= 0.66, p = 0.51) lo que determiné las diferencias, sino la interaccion de ambas variables
(Fs,80=3.33, p= 0.002).

Para la tercera semana, el grupo de un implante no disminuy6 en niimero de huevos

(prueba de Post hoc de Fisher p = 0.3992; Fig. 12); los grupos testigo y de dos implantes
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ovipositaron menos huevos con respecto al grupo control (prueba de Post hoc de Fisher p <
0.05), siendo el grupo testigo de dos implantes el que presentd el menor niimero de huevos

(Fig. 12).

7.3.2 Tamafio de los Huevos
El tamaifio de los huevos no presentd diferencias entre tratamientos en la segunda (F447 =
1.02, p = 0.41) y tercera semana (F437 = 2.20, p = 0.09). Sin embargo, los huevos
producidos en la segunda semana no tuvieron el mismo tamaifio que en la tercera semana
por lo menos en un grupo (Fgg = 2.29, p = 0.02; Fig. 13); la comparacion pareada entre
tratamientos de la segunda y tercera semana no mostrd diferencia con respecto a sus
controles (prueba de Post hoc de Fisher p = 0.10), ni entre los tratamientos de un implante
(prueba de Post hoc de Fisher p = 0.08). El grupo de dos implantes tiene huevos de mayor
tamaiio en la tercera semana con respecto a la segunda (prueba de Post hoc de Fisher p =
. 0.02) y entre los testigos no hubo diferencias significativas (prueba de Post hoc de Fisher p
> 0.05; Fig. 13).

7.3.3 Supervivencia

Los implantes tuvieron un efecto negativo en la supervivencia (Fig. 14). El tiempo que
vivieron las hembras fue diferente entre los tratamientos (X* = 19.37, gl = 4, p = 0.00). Los
grillos de dos implantes murieron primero que los de un implante (X* = 6.917, gl = 1, p =
0.00), seguido de los testigos de dos y de un implante con valores intermedios
(comparacién entre testigo de un imﬁlante y testigo de dos implantes, X = 1.131;
comparacién entre testigo de un implante, de dos implantes y dos implantes, X*> = 1.108;

comparacién de toso estos grupos contra el de un implante, X*= 6.923; todos p > 0.05).
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Fig. 10. Namero de huevos producidos durante las tres semanas segun el tratamiento
experimental. Las letras similares y diferentes muestran ausencia y presencia de
diferencias significativas respectivamente (N = 20 por cada grupo).
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Fig. 11. Nimero de huevos producidos por semana segin el tratamiento experimental.
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Fig. 12. Ntimero de huevos producidos en la tercera semana segun el tratamiento
experimental. Las letras similares y diferentes muestran ausencia y presencia de
diferencias significativas respectivamente.
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Fig. 13. Tamafio de huevos de la segunda semana y tercera semana segun el tratamiento
experimental. Los controles no difieren. Las letras similares y diferentes muestran
ausencia y presencia de diferencias significativas respectivamente.
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8. Discusion

Al momento de plantear que la respuesta inmune es costosa para los insectos,
repetidamente se ha utilizado el argumento de un posible compromiso en asignacién de
recursos donde la melanina es el centro del dilema (Siva-Jothy 2000, Yourth y cols. 2003),
dado que esta protefna es un recurso limitado (Siva-Jothy 2000) y demandado para varias
funciones vitales importantes (Schmid-Hempel 2005, Zografou y cols. 2001). En esta tesis
se puso a prueba la existencia de dicho compromiso entre una serie de funciones para las
cuales la melanina se podria demandar en grandes cantidades y de forma regular durante la
vida del animal. Para ello, se indujo la asignaci6n de melanina a la defensa
desencadenando de forma artificial y continuamente la respuesta inmune, y se esperé un
efecto negativo en la produccién de exoesqueleto y de huevos. Ademas, el efecto del
tratamiento fue mas intenso al retar al animal con dos implantes, nuestros resultados
indicaron que hubo una doble deposicion de melanina con los dos implantes. En otras
palabras, someter con dos retos llevé a un dilema en la administracion de recursos mas
evidente. Esta premisa basica, de verificar, si a mayor reto inmune se intensifica la
inversién, no se habia puesto a prueba en otros estudios. La importancia de esto radica en
el hecho de que en muchos experimentos en este campo, no se obtienen dosis del reto y sus
efectos. Esto tiene el inconveniente de usar probablemente dosis que hagan que el animal
enfrente retos poco intensos y que oculte posibles dilemas de asignacién de recursos. Enel
caso del presente trabajo, al menos permite ver, junto con los experimentos, que el aporte
de melanina habria significado un gasto afectando las variables aqui documentadas.

De acuerdo con lo predicho, encontramos que la inversién en respuesta inmune a lo
largo de dos mudas tiene un efecto negativo en el tamafio final que alcanza el grillo cuando
adulto. Dicho efecto se observé claramente con dos implantes, ya que con un implante s6lo
se percibe una tendencia. Los grillos que tuvieron que asignar mayor cantidad de melanina
para la respuesta inmune, redujeron su capacidad de alcanzar un tamafio adecuado, dado
que el exoesqueleto fabricado determina el tamafio final que pueden alcanzar los
individuos (Borror y cols. 1992). Las implicaciones y ventajas de llegar al estado adulto
con tallas menores se dan principalmente en la competencia interespecifica, los grillos
viven agregados de tal forma que constantemente estan compitiendo por pareja, espacio y

alimento. El efecto es distinto pero igualmente significativo para ambos sexos a juzgar por
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=ste experimento y el que realicé donde los dos sexos aportan cantidades similares de

melanina al implante. El tamafio de los adultos es una de las principales caracteristicas que
jeterminan quien sera el vencedor en las contiendas entre machos por el acceso a las
parejas (Hack 1997) y es un excelente indicador de condicion para las hembras por estar
-orrelacionado con la calidad del canto (estridulacion), capacidad de competir por el
alimento y defender territorios (Gray 1997, Nosil 2002, Savage y cols. 2005), asi como con
la capacidad de encapsular patogenos (Ryder y Siva-Jothy 2000). Por esta razén se
entiende la fuerte seleccion a favor del tamafio en machos. Asi mismo, las hembras
también tienen que competir por alimento y sustrato de oviposicion y se sabe que en
condiciones de laboratorio el tamafio de la hembra adulta es un buen indicador de su
fecundidad (Gray 1999). Por lo tanto, las ventajas de alcanzar un mayor tamafio son
evidentes en ambos sexos.

Contrario a las predicciones, el drea del exoesqueleto no se redujo. El tratamiento
de un implante y los testigos lo aumentaron significativamente mientras que el de dos
implantes produjo un area similar al control. Sin embargo, esto no necesariamente se
contrapone con la idea del compromiso, ya que el grupo de dos implantes no aumenta el
area del exoesqueleto a pesar de haber tenido el mismo estimulo que causo un mayor area
en el resto de los tratamientos. Esto sugiere que al utilizar la melanina para desencadenar la
respuesta inmune se reduce la disponibilidad de este recurso para fabricar el exoesqueleto,
de tal manera que el tamafio es menor y no pueden aumentar el drea del exoesqueleto,
como medida para prevenir futuros ataques.

El 4rea del exoesqueleto pudo haber aumentado como un reforzamiento de la
primera linea de defensa, para impedir fisicamente la entrada de patogenos (Andersen
2003). En el exoesqueleto, la melanina es un polimero que da rigidez a la cuticula durante
la esclerotizacion y de esta dependera la eficiencia evitar la penetracion de ectoparasitos y
patégenos (hongos, bacterias y parasitoides) (Hajek y St. Leger 1994, Wilson y cols.
2001). Ahora bien, los insectos tienen la capacidad de prevenir futuros ataques aumentando
la inversién en algunos pardmetros del sistema inmune como respuesta a estimulos
anteriores, si una infeccion se repite la respuesta generada a partir de una infeccién similar
es mejor en algunos o todos los parametros (Rolff y Siva-Jothy 2003, Schmid-Hempel
2005, Jacot y cols. 2005). A este fenomeno se le conoce como “priming” inmunolégico y

puede generarse durante cualquier estadio del insecto y durar por dias o incluso la fase de
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adulto (Schmid-Hempel 2005). En el grillo Gryllus campestres, por ejemplo, a aquellos

individuos que fueron infectados con patogenos vivos desde el penultimo estadio, tuvieron
una mayor actividad antibacteriana en la hemolinfa y concentracién de profenoloxidasa en
el estadio de adulto (Jacot y cols. 2005). En lo que se refiere a la melanizacion del
exoesqueleto como prevencion de futuros ataques se tiene que en el escarabajo Tenebrio
molitor al encontrarse en colonias con alta densidad e incluso infectando
experimentalmente a las larvas, los adultos presentan una mayor melanizacion del
exoesqueleto confiriendo una mayor resistencia a bacterias y hongos entomopat6genos
(Barnes y Siva-Jothy 2000, Moret y Siva-Jothy 2003). Asi mismo en la mariposa
Spodoptera exempta, las larvas que melanizan mas la cuticula presentan mayor resistencia
a hongos y parasitoides (Wilsén y cols. 2001). Por tanto puede ser que el aumento en el
area del exoesqueleto en el caso del presente estudio puede deberse a una especie de
“priming” inmunoldgico. Esta inversion dirigida a aumentar el exoesqueleto, podria servir
para evitar posibles ataques o reducir el impacto de estos en el futuro. Sin embargo la
preparacién inmunolégica es costosa por demandar mayor asignacion de recursos (Jacot y
cols. 2005). Es posible que los grillos no puedan asignar mas melanina, dado que durante
las recurrentes infecciones los grillos utilizan melanina para desencadenar la respuesta
inmune. Esta podria ser la explicacién de porque los grillos con dos retos tuvieron un area
de exoesqueleto similar al del grupo control.

En general se puede decir que tanto el tamafio como el 4rea del exoesqueleto fueron
afectados por los retos inmunolégicos. Sin embargo dicha inversion puede seguir distintas
estrategias. Quizas los animales pueden invertir mas en area como prevencion a futuros
ataques, lo cual reduciria los costos por tener un menor tamafio coadyuvado por la
inversion en el encapsulamiento.

Por otra parte, mi trabajo sugiere también otros costos para las hembras. Los
implantes provocaron una reduccion en el nimero de huevos que produjeron las hembras.
Sin embargo, el efecto de asignar melanina a la encapsulacion del implante no es claro,
dado que los grupos testigo también mostraron una reduccion en el numero de huevos,
incluso en el testigo de dos implantes la reduccion es mayor que en el tratamiento.
Considerando que los grupos testigo no enfrentaron el costo de melanizacion del implante
y la reduccién del nimero de huevos es distinta a la que se presenta en los tratamientos,

propongo que el efecto observado en los grupos testigos lo gener6 un factor distinto a la
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asignacién de melanina al implante. Los posibles factores pueden ser el costo por

cicatrizacion en el drea dafiada, mayor dafio fisico al hacer la manipulacién o la infeccion
por pat6genos en la herida expuesta. Estos se discuten a continuacion.

Primero, los grupos testigo podrian haber demandado mayor cantidad de
fenilalanina para la cicatrizacion de la zona dafiada, dado que el espacio es mayor sin el
implante que sobresale al exoesqueleto y la cicatrizacion requiere de un tipo de
fenoloxidasa (Ashida y Brey 1998, Cerenius y Soderhil 2004). Sin embargo, los
tratamientos también cicatrizan y ademas melanizan el implante, de tal manera que esto no
explica un mayor efecto en los grupos testigo. Asi mismo, dicho costo deberia ser aun mas
evidente en el experimento de exoesqueleto (en exoesqueleto no hay un efecto negativo de
los grupos testigo ver Fig. 8y 9).

Segundo, la manipulacion de los grupos testigo consistio en insertar y retirar el
implante de la misma manera que en los grupos experimentales; el dafio fisico provocado
en ambos casos consistié en romper el exoesqueleto y desgarrar el misculo, sin dafio a
6rganos vitales (esto se percibe claramente en disecciones de organismos implantados)
(obs. pers.). Tanto en los grupos testigo como en los tratamientos, el implante utilizado
tiene las mismas caracteristicas, por tanto el dafio fisico no puede ser mayor para alguno de
los grupos.

Tercero, los grupos testigo quizas tuvieron mayor probabilidad de contaminacion
por micropatogenos ya que el proceso de coagulacion requiere mas tiempo por no tener el
implante (en los experimentos con implante éste deja menor area expuesta). La infeccion
por patégenos de pequefio tamafio (por ejemplo, bacterias) podria haber incrementado el
reto inmune y de aqui sus costos desencadenando tanto la respuesta inmune celular (por el
dafio del implante) como humoral por los patégenos que penetran (Steiner 2004). Hay que
destacar que los mecanismos de la respuesta humoral y celular son distintos, al generarse
desencadenan distintas rutas fisiologicas (Gillespie y Kanost 1997), lo cual podria explicar
que la disminucion de huevos de los grupos testigo y tratamiento siguieran un patron
distinto. Sin embargo en un trabajo previo, Adamo (1999) establecio en esta misma especie
que el nimero de huevos aumentaba cuando los grillos enfrentaron una infeccion
bacteriana que les reduce significativamente las expectativas de vida, como estrategia ante
una muerte inminente. Esto no se contrapone con la idea de los costos ya que la

sobreproduccion de huevos se da como estrategia de mayor asignacién de recursos a una

28




implantes, sin embargo esto se puede descartar con los testigos de manipulacion que

presentan el mismo dafio fisico y no la misma tasa de mortalidad. Una causa més es la
cuestién energética, por desencadenar reacciones enzimaticas constantes para la
producci6n de melanina y producir huevos de mayor tamafio. La ultima causa a considerar
es la autoinmunidad. El auto dafio puede ser causado por intoxicacion dado el gran numero
de compuestos toxicos que se producen cuando se desencadena la cascada enzimética de la
respuesta inmune o directamente por la respuesta inmune sobre los tejidos. En insectos este
tema ha sido tratado en diferentes estudios teéricos (ver Vilmos y Kurucz 1998, Zuk y
Stoehr 2002, Rolff y Siva-Jothy 2003, Schmid-Hempel 2005), sin embargo estudios
especificos para entender el mecanismo y dafio ocasionado por el sistema inmune son
pocos (ver por ejemplo, De Gregorio y cols. 2002, Sadd y Siva-Jothy 2006). 7

Las muertes se dieron en un patron distinto entre los grupos experimentales. Se
puede ver que mueren primero los que tiene un mayor reto, después los grupos testigo
seguidos de los que tiene un implante y sobreviven por mas dias los del grupo control. Esto
podria tener implicaciones en la interpretacion de los resultados, dado que las
comparaciones se dan entre los organismos que sobreviven a la manipulacion
experimental. No se puede descartar la posibilidad de que los datos del grupo con mayor
reto solo reflejen la estrategia de los organismos resistentes, mientras que el resto de los
grupos tienen mayor variacién, por permitir la supervivencia de los organismos que no son
tan resistentes.

De mis resultados, considero que la adecuacion de las hembras si fue afectada por
los tratamientos, como consecuencia directa del compromiso generado por el uso constante
de melanina para desencadenar la respuesta inmune. Esto porque los efectos de los
tratamientos son totalmente distintos a los generados en los grupos testigo. La estrategia
para enfrentar el compromiso es interesante, ya que las hembras desencadenaron una
mayor respuesta y aumentaron el tamafio de sus huevos para asegurar el éxito de la
progenie. Estas ventajas vendrian a expensas del tiempo de vida y fecundidad de los
grillos.

Los efectos observados en este trabajo se desarrollaron bajo una manipulacion que
permitié controlar distintas variables, de tal manera que en condiciones naturales el
compromiso puede ser diferente, probablemente los efectos son mas claros y evidentes, por

vivir en condiciones de mayor competencia y menor disponibilidad de alimento.
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9. Conclusiones

1- Después de 24 horas, los animales no aportaron mas melanina al implante de nylon.

2- No hay diferencias entre sexos en el grado de melanizacion del implante.

3- Los animales con dos implantes depositaron més melanina que los de un implante.

4- El grupo de dos implantes tuvo un menor tamafio como adultos. Esto puede tener
efectos negativos en ambos sexos. En los machos, pueden afectarse las oportunidades de
cépula mientras que en las hembras se puede afectar la fecundidad.

5- Los grupos testigo engrosaron mas el exoesqueleto seguido del grupo de un implante y
al final (sin diferencias) el de dos implantes y el control. Esto se puede interpretar como
una forma de anticipacién inmunoldgica ante futuros ataques de naturaleza similar (entrada
por el exoesqueleto).

6- Los grupos testigo de hembras y de dos implantes mostraron una reduccion en el
ntiimero de huevos puestos (detectados hasta la tercera semana) aunque solo el grupo de
dos implantes tuvo un tamafio menor de huevos comparado con los otros grupos. Estas
diferencias sugieren que las hembras con dos implantes podrian responder de forma
adaptativa si es que el tamafio de los huevos correlaciona con mayor probabilidad de
supervivencia, lo cual es apoyado por estudios previos en esta misma especie.

7- Las hembras de dos implantes sobrevivieron menos seguido de las testigo de uno y dos
implantes, grupo con un implante y control.

8- En general, ambos sexos “pagan” costos en factores de adecuacion como resultado de

elaborar una respuesta inmune via melanizacion continua y regular.
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10. Perspectivas

Los resultados obtenidos han dado pauta para hacer nuevos disefios experimentales para
dar mayor sustento a las conclusiones de este proyecto asi como responder nuevas

interrogantes.

Aunque en principio el compromiso que encontramos podria aplicar a otros
insectos, es decir, que el exoesqueleto y la produccion de huevos son comprometidos por la
respuesta inmune celular, seria conveniente hacer las mismas pruebas en especies de otros
6rdenes. De preferencia, se deberia hacer esto con especies lo mas distantes
filogenéticamente. Esto ayudaria a saber si los resultados aqui mostrados suponen un

principio general en insectos.

A diferencia de lo que se hizo en este estudio, se deberia investigar la respuesta de
las hembras que enfrenten un reto antes de llegar adultas. Esto para saber si la respuesta
que se observo en este trabajo es similar si las hembras ya han tenido que enfrentar el
compromiso durante el desarrollo. Para esto es necesario determinar los tiempos de

produccién de huevos y cudndo se detiene tal produccion.

Los huevos de las hembras con dos implantes fueron mas grandes y mi explicacion
es que estos huevos son de mayor “calidad”. Esto podria comprobarse midiendo la
supervivencia de las ninfas que vengan tanto de estos huevos como de otros de menor
tamario. Estos experimentos deberian hacerse en situaciones donde los animales enfrenten

carencias alimenticias para simular condiciones de estrés.

En este trabajo se sugiere que podria existir preparacion inmunoldgica ya que el
individuo aumento el area del exoesqueleto después de ser “infectado” artificialmente. Esto
se deberia poner a prueba de manera controlada incluyendo patégenos reales. La evidencia
con otras especies de insectos sugiere que esta preparacion existe pero no hay suficientes

estudios.

Los individuos de dos implantes mueren antes que los otros grupos y una posible

explicacion es que el costo enfrentado sea el de autoinmunidad. Eso se deberia evaluar
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cuantificando los productos secundarios de la respuesta inmune que podrian ser toxicos

para el organismo. Algunos candidatos serian el 6xido nitrico y radicales libres.

En mi trabajo sélo medi un parametro de la respuesta inmune pero puede ser que
otros pardmetros también supongan compromisos. Algunos candidatos son la fenoloxidasa,

enzimas hidroliticas, 6xido nitrico y nimero de hemocitos.

Asi mismo, dado que aqui sélo se usaron retos artificiales, es necesario probar con
patdgenos vivos asi como vias de infeccion distintas (por ejemplo, via oral) para ver los

efectos de desencadenar distintas rutas de la respuesta inmune.

Se carece de conocimiento basico que permita evaluar mejor la respuesta observada
sobre el implante. Por ejemplo, seria conveniente determinar el tipo de células que
participan; asi, se podria conocer el costo de las distintas células incluyendo aquellas que

no necesariamente forman la capsula.
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