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RESUMEN

Una de las relaciones mas fascinantes y complejas en el campo de la biologia evolutiva es la
relacidon parasito-hospedero. En esta interaccion antagonista, el parasito y el hospedero estan
sujetos a presiones selectivas que dan origen a la aparicion de adaptaciones y contra-
adaptaciones de uno u otro, y a esto se le conoce como la carrera armamentista parasito-
hospedero. Sin embargo, la virulencia podria atenuarse cuando el parasito es transmitido de
manera vertical (de la madre a la progenie) y en este caso se esperaria que el parasito
incremente su propia adecuacién favoreciendo la cantidad de progenie de su hospedero. En
esta tesis analicé esta idea en el sistema virus Dengue (DENV)-mosquito Aedes aegypti, ya que
el virus es transmitido de manera vertical y la infeccion que establece en el mosquito es
aparentemente inocua. Se registrd la supervivencia, fecundidad, fertilidad y proporcién sexual
en un grupo de hembras que adquirié el virus via oral y en sus hijas que adquirieron el virus de
manera vertical. La ingesta de DENV favorecié la fecundidad de las madres y no afectd la
supervivencia ni fertilidad. Sin embargo, las hijas de las madres que ingirieron DENV vivieron
menos que las hijas de las madres control, mientras que no se observd ninguna otra diferencia
significativa, lo que muestra que la tasa de oviposicion de las hijas DENV fue mayor que la de
las hijas Control ya que aunque pusieron la misma cantidad de huevos, esto sucedié en menor
tiempo. Estos resultados podrian deberse a: a) las madres adquirieron el virus via oral y
enfrentaron la infeccion con los recursos que ya tenian como hembras adultas, mientras que
las hijas adquirieron el virus y enfrentaron la infeccidon durante toda su vida y b) la proporcion
de hembras infectadas fue mayor en las madres que en las hijas, donde el efecto de la infeccion

se diluyd.



1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La historia evolutiva y de biodiversidad es en gran medida una historia de evolucién de las
interacciones entre especies y la mayoria de los organismos han evolucionado de tal manera
gue muchas veces requieren interactuar con otras especies para sobrevivir. Por lo tanto, es
habitual encontrar especies viviendo unas con otras en una interacciéon simbidtica, de

comensales, mutualistas o parasitos (1).

Una de las relaciones mas fascinantes y complejas en el campo de la biologia evolutiva
es la relaciéon pardsito-hospedero, en esta interaccién el parasito cominmente altera la
conducta del hospedero, desarrolla mecanismos que evaden la respuesta inmune y/o modifica
algunos rasgos de historia de vida como la fecundidad y supervivencia (¥3>%°®). Por otra parte,
el hospedero evita la infeccion activando la respuesta inmunitaria mas eficiente que le permita

eliminar al parasito, generar resistencia o incluso ser tolerante a la invasion parasitica (7).

Por ejemplo, el hongo entomopatégeno Metarhizium anisopliae, representa una
amenaza para un amplio rango de insectos (%), no obstante, los insectos estan preparados para
lidiar contra este patogeno y para ello activan su respuesta inmunitaria. Mientras tanto, el
hongo debe superar diferentes barreras y evitar su deteccién para ser exitoso infectando al
hospedero. Por ejemplo, Wang & Leger (°) reportaron que los hemocitos del hospedero tienen
la capacidad de reconocer e ingerir los conidios del hongo para erradicar la proliferacion, sin
embargo, no son capaces de reconocer los cuerpos hifales porque en esas estructuras el gen
Mcl1 semeja un B-glucano y le permite al hongo pasar desapercibido por el sistema inmunitario
del hospedero. Esto demuestra como a cada estrategia de defensa del hospedero, corresponde
una contra estrategia de ataque del parasito, y viceversa, y en ambos casos esta en juego la

adecuacion (éxito reproductivo y de supervivencia).

El enfoque clasico de la relacion parasito-hospedero, sugiere que esta interaccion es
altamente costosa para ambos organismos, siendo el hospedero quien normalmente paga el

mayor costo (¥1%'1), ya que si los parasitos transmiten sus genes a la siguiente generacién son



ellos quienes explotan al hospedero ('?). Sin embargo, también se ha propuesto que los
pardsitos podrian causar el menor dafio posible. Por ejemplo, existen pardsitos cuya
reproduccion es reducida, no son muy dafiinos y generalmente viven mucho tiempo asociados
a un hospedero, en el caso contrario, existen parasitos que tienen un mayor éxito reproductivo,
son mas dafinos, pero tienen una supervivencia minima (12). Estas diferentes estrategias estan
asociadas a caracteristicas inherentes al parasito y al hospedero, como el modo de transmisién
y la virulencia del parasito, o el sistema inmunitario, los rasgos de historia de vida y algunos

factores ambientales como la temperatura (*34).

En cuanto a las caracteristicas del parasito relacionadas con su virulencia, cabe resaltar
el modo de transmision como una de las mas importantes. La transmisién de un parasito puede
darse de distintas maneras: (a) de manera vertical (o transovdrica, de una madre infectada a su
progenie), (b) de manera horizontal (por ejemplo via oral) (*°), o (c) tanto de manera vertical
como horizontal cuando el parasito utiliza algun vector u hospedero intermedio para ser
transmitido a su hospedero final (Figura 1). Se ha reportado que los parasitos que se
transmiten horizontalmente suelen tener una mayor virulencia que aquéllos que se transmiten
de manera vertical (}*17), por lo que se cree que los parasitos transmitidos de una madre a su
progenie deberian causar el menor dafio posible ya que ellos también se beneficiarian de un

aumento en las poblaciones de hospederos.



Con esta evidencia Combes (?) sugiere que la relacion parasito-hospedero puede ser
visualizada desde un enfoque distinto al clasico, es decir, que no solamente es el parasito quien
explota al hospedero, sino que el hospedero podria explotar al parasito si éste le provee de
beneficios al maximizar su transmisién. Esto lo sugiere porque la inversidn por parte de ambos
no deberia ocurrir a menos de que haya reciprocidad en el intercambio de beneficios entre
ellos, y la teoria predice que los parasitos con transmision vertical tienden a establecer una

relaciéon mutualista con sus hospederos (*8).
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Figura 1 Diferentes modos de transmision de los parasitos del
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La bacteria Wolbachia infecta naturalmente a muchas especies de artrépodos, entre
ellos Drosophila simulans. Hace 20 afios se documentd que las moscas infectadas con esta
bacteria tenian una menor fecundidad que las no infectadas, pero recientemente este efecto se
ha invertido y se ha registrado que las moscas infectadas tienen una mayor fecundidad que las
no infectadas. Estos trabajos revelan que después de ser un pardsito que ocasionaba un costo
en la fecundidad del hospedero, Wolbachia ha favorecido la fecundidad de su hospedero para
aumentar su transmision en la poblacién de D. simulans () y poco a poco esta relacion se ha
ido volviendo benéfica. Esto sugiere que las bacterias transmitidas verticalmente generan
beneficios en sus hospederos. Sin embargo, se sabe muy poco del impacto de los virus sobre su

hospedero y los efectos que ocasionan durante la transmisién vertical (*°).

En resumen, en la transmision horizontal uno de los dos interactuantes obtiene mas
costos que beneficios mientras que en la transmision vertical ambos pueden obtener
beneficios. Sin embargo, cuando la transmisién horizontal y vertical ocurre en el mismo
sistema, se esperaria que los costos o beneficios para ambos organismos estén balanceados,
esto podria suceder porque el parasito no depende Unicamente de uno u otro modo de
transmisidn sino de ambos. Los costos y beneficios no se han evaluado en un sistema que tenga

transmision vertical y horizontal al mismo tiempo.

El modelo de estudio utilizado en este trabajo para ponderar los costos y beneficios que
obtiene un hospedero en relacion al modo de transmisién del parasito fue la relacidén virus-
mosquito, especificamente virus Dengue serotipo 2 (DENV-2)-mosquito Aedes aegypti. La razén
es que el DENV es transmitido horizontal y verticalmente y la infecciéon que establece en Ae.
aegypti parece ser inocua (%°). La idea del efecto de la infeccién por DENV en el mosquito Ae.
aegypti se ha puesto a prueba anteriormente, sin embargo esos resultados sélo han evaluado
el efecto de la transmisidn horizontal, al alimentar a las madres via oral y no se ha indagado el
efecto en las siguientes generaciones donde el virus es transmitido verticalmente. Ademas, el
modo de infeccidn por inoculacidn intratoracica en la mayoria de los estudios reportados

podria afectar los resultados al ser un modo de infeccidn no natural.



En esta relacion mosquito-virus una hembra adquiere el virus después de ingerir sangre
infectada de un humano. Después de la alimentacion, las hembras depositan sus huevos
durante los siguientes 3 6 4 dias, y éstos eclosionan de 1 a 3 dias mas tarde. Las larvas pasan
por cuatro estadios de desarrollo alimentandose de microorganismos y particulas de materia
organica. Cuando las larvas adquieren suficiente energia y tamano se convierten en pupas,
éstas no se alimentan y al paso de 1 6 3 dias se convierten en adultos. El ciclo de vida de Ae.
aegypti dura de 8-10 dias a temperatura ambiente y los mosquitos pueden vivir de uno a dos
meses en condiciones naturales y alrededor de un mes en condiciones de laboratorio (?*; Figura

2).
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Figura 2 Ciclo de vida de Ae. aegypti (imagen tomada
y traducida de infectionlandscapes.org)



Una vez que se establece una infeccidn viral inicial en el intestino (que depende de la
dosis viral ingerida), ésta se disemina a 6rganos blanco secundarios (ovarios, tejido nervioso,
cuerpo graso, hemocele) para finalmente llegar a las glandulas salivales donde el virus se
replica (Figura 3) y el mosquito puede picar e infectar a un humano. Posteriormente, pasan
entre 7 y 14 dias antes de que los mosquitos puedan transmitir el virus a un nuevo hospedero
vertebrado (*?). El que se establezca una infeccién exitosa o no, e incluso el grado de infeccién
en el mosquito depende de diversos factores, de entrada, el virus debe atravesar numerosas
barreras morfologicas (membranas basales) y fisiolégicas (factores de modulacién del virus)
para su diseminacion dentro del mosquito. Ademas, el intestino y las glandulas salivales estan
envueltos en membranas, que consisten en multiples ldminas basales que dependiendo de la
nutricién de la larva, pueden impedir o no, el movimiento del virus en esos drganos y otros

tejidos (%3).
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Figura 3 Secuencia de Infeccion por DENV en Ae. aegypti (imagen
tomada de portaldoprofessor.mec.gov.br).



Para ponderar los beneficios y/o costos en la interaccion DENV-Ae. aegypti, se
compararon parametros de adecuacion entre hembras Ae. aegypti infectadas con DENV y no
infectadas, en una cepa parental que adquirid el virus a través de la via oral (madres) y lo
transmitid de manera vertical a la F1 (hijas). Esta comparaciéon es importante porque los
trabajos del efecto del virus sobre pardmetros de adecuacion en el mosquito solamente han
evaluado el efecto en las madres y no en la siguiente generacién. La importancia de escudrifiar
esta idea es que si existe un aumento en la adecuacién del mosquito durante la transmision
horizontal, la adecuacién de la siguiente generacion podria verse afectada. Para indagar lo
anterior, se registré6 de manera individual la supervivencia, el nimero de huevos puestos y el
numero de mosquitos adultos emergidos para las madres y su progenie. Ademas, dado que son
las hembras las que se alimentan de sangre y transmiten la enfermedad, se analizé si las
hembras infectadas producian mas hijas que hijos (?*). Al finalizar el experimento se corroboré

la presencia del virus en una muestra de hembras de cada generacion.



2. JUSTIFICACION

En la interaccion parasito-hospedero, el parasito no siempre afecta negativamente a su hospedero.
En la transmision vertical, un escenario es que el pardsito favorezca su propia adecuacién
maximizando a su vez la adecuacion de su hospedero, lo que conllevaria a una relacién simbidtica
positiva mdas que a una relacidon parasitica. Otro escenario es que el hospedero no obtenga
beneficios pero tampoco costos elevados. Sin embargo, para evaluar esto se debe registrar la
transmisidn horizontal y al menos una generacion de transmisién vertical. Los costos o beneficios de
la infeccion por DENV han sido evaluados generalmente en una generacion, es decir, en las madres
gue se infectan via oral o por inoculacién intratordcica, formas de infeccién consideradas como
transmisidén horizontal. Sin embargo, no se ha evaluado el efecto de la infeccién por DENV en la
adecuaciéon de las madres Ae. aegypti y de su progenie al mismo tiempo, ni si en este caso la
proporcién sexual estd sesgada a hembras, dado que son las hembras las que se alimentan con
sangre. Una investigacion de este tipo ayudaria a ponderar los costos y/o beneficios de la infeccidon

cuando el parasito es transmitido horizontal y verticalmente.
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3. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar el efecto de la alimentacion con DENV-2 mediante transmision horizontal

(via oral) y vertical (transovarica) en la adecuacién de hembras adultas de Ae. aegypti.

Objetivos particulares:

1. Determinar si existen beneficios de supervivencia y reproduccion en la infeccién por

DENV-2 en hembras Ae. aegypti (madres) que adquirieron el virus via oral.

Hipotesis:

La infeccion por DENV-2 adquirido via oral favorece la adecuacién de las hembras de

Ae. aegypti quienes van a transmitir el virus verticalmente.

Predicciones:

a) La supervivencia, el nUmero de huevos puestos y el nimero de adultos emergidos

seran mayores en las madres infectadas que en las no infectadas.

b) Las madres infectadas tendran una mayor cantidad de hembras que machos en su

progenie al ser comparadas con las no infectadas.

11



2. Determinar si existen beneficios de supervivencia y reproduccién en la infeccién por DENV-
2 en hembras Ae. aegypti (hijas de la cepa parental) que adquirieron el virus de manera
vertical (transovarica).

Hipotesis:

La infeccidn por DENV-2 mediante transmision vertical, favorece la adecuacion de las

hembras de Ae. aegypti.

Predicciones:

a) La supervivencia, el nUmero de huevos puestos y el nUmero de adultos emergidos

serdn mayores en las hijas infectadas que en las no infectadas.

b) Las hijas infectadas tendran una mayor cantidad de hembras que machos en su

progenie al ser comparadas con las no infectadas.

12



4. MATERIALES Y METODOS
4.1 MosQuITOS Y VIRUS

Los mosquitos adultos utilizados en este trabajo pertenecen a una cepa mexicana de Ae.
aegypti proveniente de Cuernavaca, Morelos y criada durante 3 afios (aproximadamente una
generacion por mes), esta cepa fue obtenida del insectario del Instituto Nacional de Salud
Publica en Cuernavaca, Morelos, y mantenida bajo condiciones controladas de temperatura,
humedad relativa y fotoperiodo (27°C, 70% y 12:12 luz oscuridad; 2>2%). En el caso del virus, se
utilizdé la cepa DENV-2 NGC (Nueva Guinea C), obtenida después de 2 pases en cerebro de

raton, el cual estd diluido en medio MEM (Medio Esencial Minimo) al 30%.
4.2 DISENO EXPERIMENTAL

Se establecieron dos grupos de hembras de Ae. aegypti en edad reproductiva y previamente
apareadas (entre 4 y 5 dias de edad). El grupo sin manipulacién fue denominado grupo
“Control”, mientras que el grupo experimental fue denominado grupo “DENV”. El grupo
Control fue alimentado con una suspensiéon de 1 mL de eritrocitos de conejo, 2 mLde SFBy 1
mL de PBS (al que se adiciond azucar y ATP para promover la alimentacion). El grupo DENV fue
alimentado con una suspensién de 1 mL de eritrocitos de conejo, 2 mL de SFB, 920 uL de PBS
(al que se adiciond azucar y ATP) y 80 uL de DENV-2 para mantener la proporcién de virus 1:50
en el volumen final de alimento. Para aumentar la probabilidad de alimentacién en los

mosquitos, todas las hembras se alimentaron después de un dia de privacién de alimento.

La alimentacion de ambos grupos se llevd a cabo con alimentadores artificiales, al mismo
tiempo y durante una hora para asegurar que la mayoria de las hembras hubieran comido,
durante ese tiempo, el alimento de ambos grupos tuvo una temperatura de 37°C. No todas las
hembras comieron, por lo que después de ser alimentadas, sélo las hembras con el abdomen
lleno de sangre fueron seleccionadas e individualizadas (aprox. 100 hembras por grupo) en
tubos Falcon® de 50 mL gue contenian algodén hiumedo y un circulo de papel filtro sobre éste

para propiciar la oviposiciéon. A partir de este momento, las hembras fueron alimentadas
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diariamente con algodones humedecidos en una solucién de agua y azucar al 10 % vy la

mortalidad fue registrada cada dia.

Las hembras depositaron huevos entre el dia 1 y 4 después de ser individualizadas. En el
caso de las hembras que ovipositaron, se extrajo el papel filtro y los huevos de cada hembra
fueron contabilizados y cuidadosamente colocados en un vaso de plastico con agua (y tapado
con una malla) para posteriormente registrar el nimero de adultos emergidos y hacer el
seguimiento por familia para cada hembra. Una vez que los adultos emergieron, se registro la
proporcidn sexual de la progenie de cada una de las madres, y esos adultos fueron colocados
en un recipiente etiquetado ya sea como Control o como DENV, para que hembras y machos se
aparearan entre mosquitos del mismo grupo. Al cumplir los 5 dias de edad, sélo las hembras
fueron alimentadas nuevamente para conformar ahora los grupos Control y DENV
correspondientes a las hijas. Cabe mencionar que ambos grupos de hijas (tanto de las madres
Control como DENV) fueron alimentadas con el mismo alimento del grupo Control, es decir,
ningun grupo hijas se alimentd con virus, ya que el objetivo fue propiciar exclusivamente la
transmisién vertical. Entonces, para el registro de mortalidad, nimero de huevos, nimero de
adultos emergidos y proporcién sexual en las hijas, se llevé a cabo el método antes descrito en

el caso de las madres.

Por otra parte, con la finalidad de corroborar la presencia del virus tanto en las madres
como en las hijas, las hembras que murieron entre los 7 y 10 dias post infeccién (cuando hubo
una mayor representacién del virus en el mosquito; Figura 4), y una muestra de hembras vivas
elegidas al azar en esos mismos dias, fueron guardadas en grupos de 5 en tubos Eppendorf a -
70°C para posteriormente determinar la proporcién de grupos infectados en cada generacién,
ésta se determind por gRT-PCR. Primero se llevd a cabo la extraccion de RNA viral utilizando el
kit QlAamp Viral RNA Mini Kit®, posteriormente se realiz6 el qRT-PCR utilizando el kit QIAGEN
OneStep RT-PCR Kit°. Los primers utilizados para cuantificar la amplificaciéon de DENV-2 fueron:
Primer 1) DENV qgPCR + CATATTGACGCTGGGAAAGAC, Primer 2) DENV qgPCR -
TTCCATTTTCTGGCGTTCTGTG y la sonda Tagman: 6FAM AGATCCTGCTGTCTCCTCAG, las

reacciones consistieron en un volumen final por reaccién de 20 uL, conteniendo 4 pL de RNA
14



como templado y 0.46 plL de los primers y la sonda Tagman. El aparato utilizado fue el gPCR
Real-Time PCR de Applied Biosystems® con los siguientes ciclos de temperatura: 40°C por 30
minutos (1 ciclo), 92°C por 15 minutos (1 ciclo), 95°C por 15 segundos (40 ciclos) y 60°C por 1
minuto (40 ciclos). Al final se detectaron las muestras en las que hubo amplificacién, las cuales
fueron tomadas como positivas, para obtener la proporcion de grupos positivos en cada

generacion.

Dias post-infeccion (dpi)
1 2 3 4 5 6 7 8 9 (10 (11|12 |13 (14 |15 |16 (17 |18 |19 |20 |21
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Figura 4 Dinamica de infeccion de DENV en Ae. aegypti. Se muestran los 6rganos o tejidos y los dias post
infeccién con el porcentaje probable de infeccién (¥’).
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4.3 ANALISIS ESTADISTICOS

Todos los analisis fueron realizados en el paquete estadistico R, y en todos se utilizé un

intervalo de confianza del 95 %.

4.3.1 Supervivencia

Para calcular la funcién de supervivencia individual se empleé el estimador Kaplan-Meier. Para
determinar si la diferencia entre curvas fue estadisticamente significativa o no, se utilizaron dos
pruebas de hipodtesis; la primera para verificar la existencia de riesgos proporcionales (prueba
Grambsh y Therneau) y la segunda para contrastar la igualdad de las curvas de supervivencia
(prueba log-rank o Gehan). El supuesto de riesgos proporcionales consiste en determinar si las
fuerzas de mortalidad de ambos (o mas) grupos son proporcionales. Esta prueba es importante
ya que indica si se debe utilizar la prueba de log-rank o la prueba de Gehan para estimar si
existe una diferencia significativa entre dos o mas curvas de supervivencia. Si se cumple el
supuesto de riesgos proporcionales la prueba mas potente y adecuada es la de log-rank y si no
existen riesgos proporcionales, la prueba mas potente es la de Gehan. En el programa R se

utilizé la paqueteria survival.
4.3.2 Nimero de huevos

Para analizar esta variable, se utilizé un modelo GAMLSS (siglas en inglés para el Modelo
Aditivo Generalizado para Localizacidn, Escala y Forma) que es un tipo de modelo de regresiéon
semiparamétrico que no sélo permite modelar la media, sino también otros pardmetros de la
distribuciéon como la varianza y parametros de forma, escritos en términos de variables
explicativas. Para aplicar este modelo, se utilizo el criterio de informacién de Akaike, éste indica
cual de los modelos GAMLSS es el mds adecuado para los datos y el que mejor se ajusto fue el
modelo de regresién binomial negativa que modela la heterogeneidad (*%2°). Como variables
explicativas para el nimero de huevos, se incluyeron la longevidad y el alimento. En el

programa R se utilizé la paqueteria GAMLSS.
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4.3.3 Proporcion de adultos emergidos

Un modelo adecuado para analizar la proporcién de adultos emergidos es la distribucion beta
binomial. Esta es una distribucidn que se utiliza para modelar el nimero de éxitos en n ensayos
cuando la probabilidad de éxito p sigue una distribucién Beta (3°). Las posibles variables

explicativas incluidas en este analisis fueron el alimento y el nimero de huevos.
4.3.4 Proporcion sexual

Para llevar a cabo el andlisis estadistico de estos datos, también se utiliz6 el modelo de

regresion binomial negativa, mencionado con anterioridad.
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5. RESULTADOS

5.1 SUPERVIVENCIA

Respecto a la funcién de supervivencia bajo influencia del alimento, no se observaron
diferencias entre la supervivencia de las Madres Control y las Madres DENV (log-rank, X? = 0.4;
p = 0.536; Figura 5A). Sin embargo, las Hijas Control vivieron mds que las Hijas DENV (log-rank,

X?=5.3; p = 0.02; Figura 5B).
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Figura 5 Supervivencia bajo la influencia del alimento (Control y DENV) en Madres (A) e Hijas (B).

5.2 NUMERO DE HUEVOS

El alimento influyd significativamente en el nimero de huevos que pusieron las Madres: las
hembras del grupo DENV pusieron mas huevos que las hembras del grupo Control (Estimador =
-0.4271; t = -2.314; p = 2.216°%; Figura 6A), mientras que en el caso de las Hijas, no existieron

diferencias significativas (Estimador = 0.07502; t = 1.873; p = 6.491°%2; Figura 6B).
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5.3 PROPORCION DE ADULTOS EMERGIDOS

No. esperado de huevos

Control

B) Hijas

DENV
Alimento

Figura 6 Numero esperado de huevos para A) Madres y B) Hijas de los grupos Control y DENV + DE.

En Madres e Hijas, la proporcion de adultos emergidos se vio influenciada negativamente por el

numero de huevos, es decir, a mayor numero de huevos, emergié una menor proporcion de

adultos (Madres: estimador = -0.02008; EE = 0.004798; t = -4.185; p = 5.573%%; Figura 7A. Hijas:

estimador = -0.02878; EE = 0.003227; t = -8.92; p = 1.122%; Figura 7B), mientras que en ambos

grupos el alimento no influyd en el nimero de adultos emergidos.
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Figura 7 Proporcion de adultos emergidos para A) Madres y B) Hijas de los grupos Control y DENV.
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5.4 PROPORCION SEXUAL

La proporcidon de hembras emergidas de manera general estuvo influenciada negativamente
por el nimero de adultos emergidos, es decir, hubo menos hembras conforme el nimero de
adultos aumentd (Madres: estimador = -0.02043; EE = 0.008088; t = -2.526; p = 0.01311; Hijas:
estimador = -0.01914; EE = 0.01426; t = -1.3426; p = 0.1876). Las Madres Control tuvieron una
mayor proporcion de hembras en un 5% respecto a las Madres DENV (Figura 8A). En el caso de

las Hijas, no hubo diferencia en la proporcidn de hembras entre los grupos Control y DENV

(Figura 8B).
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Figura 8 Proporcion de hembras emergidas para A) Madres y B) Hijas de los grupos Control y DENV.

5.5 PROPORCION DE GRUPOS QUE PRESENTARON AMPLIFICACION DE DENV

Al final del experimento se corroboré la infeccion por DENV, los resultados de PCR en tiempo
real arrojaron el nimero de grupos de hembras en los que la amplificacién del virus fue

detectada (Tabla 1).
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Tabla 1. Numero y porcentaje de grupos de Madres e Hijas en los que se detecté amplificacion.

Grupo No. de grupos Total de individuos Porcentaje de
positivos analizados Infeccion

Madres 11 de 19 95 57.89%

Hijas 4de9 45 44.44%
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6. DISCUSION Y CONCLUSIONES

En una interaccion bioldgica los organismos pueden verse beneficiados, perjudicados o no
afectados, dependiendo del contexto en el que ocurra la interaccién. Cuando los efectos
positivos o negativos de una interaccion se ven reflejados en los componentes de adecuacion

de uno de los implicados es probable que la interaccion afecte procesos ecoldgicos o evolutivos

(31).

Aunque los virus son frecuentemente estudiados como patdégenos, muchos de ellos
podrian resultar benéficos para su hospedero, pues proveen funciones esenciales (mutualistas
obligados) en algunos casos y funciones benéficas condicionales en otros (proveen beneficios
bajo ciertas condiciones ambientales) (3?). La idea de que cuando el virus es transmitido tanto
horizontal como verticalmente, habra beneficios bajo determinadas circunstancias fue puesta a
prueba en este trabajo con el sistema virus Dengue-mosquito Ae. aegypti y los resultados de
esta tesis apoyan parcialmente esa hipotesis. El efecto de la infeccidn es distinto en madres e
hijas (Tabla 2); las madres infectadas (MD) en comparacion con las no infectadas (MC): (a)
pusieron mas huevos y (b) tuvieron un menor nimero de hembras emergidas, mientras que no
se encontraron diferencias en (c) supervivencia ni en (d) el nimero de adultos emergidos. En lo
gue respecta a las hijas, las infectadas (HD) (a) vivieron menos que las no infectadas (HC), y no
se encontraron diferencias significativas en (b) el nimero de huevos, (c) el nimero de adultos,
ni en (d) el numero de hembras emergidas. Cada una de estas observaciones es discutida a

continuacion.
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Tabla 2. Resumen grafico de resultados.

Generacion Supervivencia Huevos Adultos Hembras

puestos Emergidos emergidas

Madres DENV (MD)  MD = MC MD>MC MD=MC MD<MC
Madres Control (MC)

Hijas DENV (HD) HD < HC HD=HC HD=HC HD = HC
Hijas Control (HC)

La corroboracion de infeccion mostré que 57.89 % de las madres estaban realmente
infectadas. Esto concuerda con lo reportado previamente de que la exposicion a DENV no
siempre resulta en una infeccidn exitosa (33). Aunque el hecho de que no todas las hembras se
infectaron podria ser un problema en la interpretacion de los resultados, existe evidencia
reciente que muestra que la respuesta de hembras Ae. aegypti tanto infectadas como
expuestas a DENV adquirido via oral (como en el caso de las madres) es practicamente la
misma (34). Por lo tanto, en esta tesis se consideran hembras infectadas y expuestas dentro del
grupo DENV, pero sin hacer distincion entre ellas, por lo que los resultados son discutidos

desde el punto de vista poblacional y no individual.

Es importante mencionar también, que debido a las diferencias en el modo de infeccion y
al uso de cepas susceptibles o resistentes a la infeccion en los diversos articulos publicados,
resulta dificil hacer comparaciones directas con los resultados obtenidos en este estudio,
donde se utilizd una cepa heterogénea a la infeccidn. Sin embargo, creemos que nuestro
método es mejor que los estudios previos por las siguientes razones: 1) la infeccién de las
madres se llevo a cabo de manera oral, que es la manera natural de alimentacion, a diferencia
de otros estudios donde utilizan la inoculacién intratordcica, 2) registramos una mayor cantidad

de variables que nos proporcionan mayor informacién del efecto de la infeccion por DENV

23



(supervivencia, niumero de huevos, nimero de adultos emergidos y proporcién sexual)
mientras que los demas estudios se centran particularmente en la supervivencia y algunas
veces en la fecundidad, 3) registramos el nimero de adultos emergidos en vez de la eclosidn, lo
gue nos da una cifra mas real del éxito reproductivo de las hembras al enfrentar la infeccién y
4) registramos el efecto de la infeccién en los componentes de adecuacién no sélo en las
madres, como el resto de los trabajos, sino también en sus hijas donde el virus es transmitido
verticalmente. A continuacién discuto los resultados separando el efecto de la infeccion de

acuerdo con el modo de transmisidn del virus; horizontal en las madres y vertical en las hijas.

6.1 EFECTO DE LA INFECCION EN LAS MADRES

a) La infeccién por DENV no influye en la supervivencia de las hembras MD, quienes aun

enfrentando al virus, vivieron lo mismo que aquéllas que no lo hicieron.

Maciel-de-Freitas et al. (3*) y Sylvestre et al. (6) observaron una menor supervivencia en
hembras Ae. aegypti infectadas via oral con DENV-2 que en el grupo control. Sin embargo cabe
aclarar que en esos dos estudios esta disminucidén de supervivencia solo es observada en la
cepa susceptible de hembras Ae. aegypti. Moutaliller et al. (2010'°) también registraron una
menor supervivencia en la cepa susceptible de Ae. aegypti infectada con DENV, mientras que
las hembras infectadas pertenecientes a la cepa resistente tuvieron una mayor supervivencia
gue las no infectadas. Mientras tanto el resultado aqui observado muestra que en una cepa
heterogénea, la infeccidén por DENV no tiene efecto sobre la supervivencia. Esto es importante
ya que las cepas de referencia han estado sujetas a una presion de seleccién artificial en
laboratorio mientras que la cepa heterogénea podria ser un poco mas parecida a la poblacién

de mosquitos en campo.

b) Continuando con la fecundidad observada en las madres, hay que destacar que las MD
pusieron un mayor numero de huevos que las MC sin que esto ocasionara un costo en su

supervivencia.
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La teoria de los compromisos (trade-offs) sugiere que existe competencia entre los ragos
de historia de vida debido a que los recursos son finitos y es dificil maximizar varios rasgos a la
vez sin enfrentar compromisos en otros, como la supervivencia o reproduccién futura (3°). Por
tanto, se esperaria que si las MD pusieron mas huevos en la primer oviposicidn, tuvieran un
costo de supervivencia o de reproduccion futura. Sin embargo, en este estudio sdlo se registrd
la primer oviposicidn ya que se tuvo la evidencia de que el RNA viral de DENV estaba presente
en los ovarios de Ae. albopictus desde el primer dia post-infeccién y que los niveles de RNA viral
en ovarios eran similares desde el dia 1 hasta el dia 27 post-infeccién (3¢). En linea con lo
anterior, Sylvestre et al. (6) reportaron un efecto negativo de la infeccién por DENV en la
fecundidad de Ae. aegypti, en dicho estudio se registraron tres oviposiciones, éstas fueron al
dia 7, 14 y 21 dias post-infeccion. En la primer oviposicidén el nimero de huevos fue mayor en
las hembras infectadas que en las no infectadas, lo cual coincide con lo observado en el
presente estudio, mientras que en las siguientes dos oviposiciones este resultado se invirtid,
mostrando un efecto negativo en la fecundidad atribuido a la infeccion por DENV. Pero, como
se ha citado anteriormente, es posible que esa observacidon también se deba a un costo de
reproduccién, que esté afectando la reproduccién futura. Ademas, se sabe que los individuos
de una cierta edad tienen un determinado valor reproductivo, y esto se debe a que la seleccion
natural actla para maximizar el valor reproductivo a cada edad, balanceando el desarrollo, el

mantenimiento y la reproduccién (7).

Entonces, podria surgir la pregunta épor qué si las MD tuvieron un mayor nimero de
huevos, no se observé un costo en la supervivencia o en algun otro rasgo de historia de vida?
Efectivamente las MD parecen tener una buena condicién, ya que a pesar de estar infectadas
con DENV fueron capaces de maximizar su reproduccion sin disminuir su supervivencia. Debido
a que en este estudio solo se registrd la primer oviposicion, no es posible determinar si habria
existido un costo en la reproduccion futura. Aunque de acuerdo con los resultados de Sylvestre
et al. (6) es posible especular que probablemente en las préximas oviposiciones se hubiera

registrado un menor nimero de huevos.
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Moutaliller et al. (*°) también encontraron que las hembras Ae. aegypti con infeccién
diseminada por DENV, ponen mds huevos que las no infectadas, independiente de si
pertenecen a una cepa de mosquitos susceptible (Ae. ae. aegypti) o resistente (Ae. ae.
formosus). Contrario a este resultado, Maciel-de-Freitas et al. (3*) reportan nuevamente un
efecto negativo en la fecundidad de las hembras Ae. aegypti infectadas con DENV, y aunque
asocian ese resultado a la transmisidon horizontal del virus (al ser adquirido via oral), es posible
gue también haya influido el hecho de que el grupo control fue alimentado con 3 mL de sangre
mientras que el grupo DENV se alimentd con 2mL de sangre y 1 mL del stock viral, es decir, la
disponibilidad y concentracién de sangre no fue la misma para ambos grupos, y como se sabe,
la alimentacion con sangre induce la vitelogénesis para activar la produccion de huevos y la
cantidad y calidad de la sangre ingerida determinan la cantidad y calidad de los huevos
producidos (333°). Ademds, esta baja fecundidad fue registrada y discutida Unicamente en
relacion a las hembras pequefas, cuando se sabe que en general un organismo pequefio se
considera de menor calidad que un organismo de mayor tamafio al haber tenido acceso a una

menor cantidad de recursos quizd por haber estado expuesto a un ambiente estresante (*°).

c) Otra observacion que apoya la idea de que las MD tienen una buena condicion es que de
acuerdo con la teoria (*°40) se esperaria entonces que si las MD pusieron una mayor cantidad
de huevos que las MC sin disminuir su supervivencia, hubiera un costo en la fertilidad, definida

en este estudio como el nimero de adultos emergidos que ademas son sexualmente maduros.

Se sabe que en un ambiente estresante donde el futuro podria ser incierto (por ejemplo,
la infeccién por DENV) las hembras tienen a dirigir la mayoria de sus recursos a la produccion
de huevos, y al producir tantos huevos invierten menos recursos en cada uno de ellos y en
consecuencia éstos son de menor calidad y es posible que emerjan en menor cantidad (3°).
Pero sorprendentemente, la fertilidad de las MD no decrecid, sino que fue la misma que la de
las MC que no enfrentaron la infeccion. En ese sentido, es importante mencionar que los pocos
estudios que han reportado el efecto del DENV en la fertilidad de Ae. aegypti Unicamente han
registrado la eclosién de los huevos como una medida de éxito reproductivo, cuando se sabe

gue en este sistema una mejor medida de éxito o densidad poblacional de los mosquitos es
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registrar la cantidad de larvas de cuarto estadio o mejor aun, la cantidad de pupas, ya que un
muy pequeno porcentaje de larvas eclosionadas llegan a ser individuos adultos, lo cual es
importante desde el punto de vista epidemioldgico pues nos da una estimaciéon mas real de la
densidad vectorial (*!). En este trabajo se decidié registrar una medida aiin mas fina, que es el
numero de adultos sexualmente maduros, esta variable revela mas cercanamente el éxito
reproductivo del vector en la poblacidon. Entonces es muy probable que los resultados del
efecto de la infeccidn en la fertilidad presentados aqui, difieran en menor o mayor medida con

los reportados en la literatura revisada.

d) Finalmente, para terminar de describir el efecto observado en las madres, y de acuerdo con
el razonamiento expresado a lo largo del escrito, se predijo que las MD podrian tener una
mayor proporcidén de hijas que de hijos en su progenie, lo cual seria una estrategia del virus
para maximizar su transmision. Sin embargo esta prediccién no se cumplid, y se observo lo

contrario, las MD tuvieron una mayor cantidad de machos de que hembras respecto a las MC.

Inicialmente se predijo lo anterior, sabiendo que los porcentajes de transmisién vertical
registrados en este sistema son muy bajos (33). En torno a esta idea, cabe destacar que esta
estrategia de sesgar la proporcion sexual es mayormente utilizada por parasitos cuyo uUnico o
principal modo de transmisidn es la transmisién vertical, lo que significa que su presencia en las
poblaciones de hospederos depende en un 100% de la eficiencia de transmisidon vertical.
Aunque este no es el caso del DENV, el cual se mantiene mayoritariamente a través de la
transmisién horizontal en su hospedero humano, se sabe que algunos pardsitos que
distorsionan la proporcién sexual, han tenido un grado de transmision horizontal (*2). Sin
embargo, la virulencia adicional causada por la transmisidon horizontal, como en el caso de
DENV en su hospedero humano, reduce la capacidad de las hembras para transmitir el parasito
verticalmente, reduciendo con ello la eficiencia de la produccidn de hembras. No obstante,
también es posible que las MD hayan producido un mayor nimero de machos que de hembras
ya que la produccién de huevos para las hembras fue costosa y dado que en la mayoria de las
especies, el sexo mas grande es el mas costoso de producir, las hembras invierten en el sexo

pequefio (los machos en el caso de Ae. aegypti +3).
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Respecto a este resultado, se ha documentado que los machos Ae. albopictus
infectados por trasmisién vertical con DENV también son capaces de transmitir el virus por via
venérea (en el eyaculado) a las hembras con las que se aparean (**) y que ésas hembras
infectadas via venérea pueden incluso transmitir el virus via vertical a su progenie (*°). Los
resultados de proporcidn sexual aqui observados y esta idea de la transmisiéon en machos

sugieren que es importante tomar en cuenta a los machos en la diseminacién del DENV.

6.2 EFECTO DE LA INFECCION EN LAS HIJAS

a) En las HD se observd un costo de la infeccidén en la supervivencia, pero tuvieron el mismo
numero de huevos y de adultos emergidos que las HC. Ademas, no hubo diferencia entre la

proporcién sexual de las HD y las HC.

Al parecer la inversion reproductiva en las HD fue costosa y comprometié su
supervivencia. Esto podria deberse al tiempo que ambas generaciones estuvieron en contacto
con el virus: las madres en estado adulto, después de la alimentacion y las hijas toda su vida.
De acuerdo con la hipdtesis de la inversiéon terminal, los organismos dan prioridad a la
reproduccidn si su supervivencia esta en riesgo (*¢), lo que sugiere que las hembras priorizaron
en cierta medida la reproduccién a expensas de la supervivencia, pues a pesar de vivir menos,
el numero de huevos que pusieron fue igual que las HC que no enfrentaron la infeccion, es
decir, tuvieron una mayor tasa de oviposicion. Ademas, aun viviendo poco, el 40% de ellas se
infectd y aunque no exista un aumento en la cantidad de huevos ni de adultos emergidos con
respecto a las HC, este resultado muestra que aun asi el virus quedo representado en el 40% de
la poblacidn de hospederos. Es probable también, que el efecto observado en las hijas sea un
costo de inversion de sus madres, quienes invirtieron recursos en la reproduccién y no tuvieron

algun costo de la infeccion.

Las HD tuvieron una cantidad de hembras similar a las HC. Aunque de entrada este
resultado parece no mostrar algun efecto de la infecciéon al no observar una tendencia
significativa, es importante hacer notar que a diferencia de las madres, quienes produjeron

mas machos que hembras, en las hijas la produccién de hembras de las HD tiende a igualar la
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produccion de hembras en las HC. Este resultado sugiere que aunque las MD pusieron muchos
huevos y muchos de ellos llegaron a ser adultos, produjeron el sexo menos costoso, los
machos. Mientras que la estrategia de las HD, fue producir menos huevos que llegaron a
adultos en similar cantidad que los de las HC, pero produjeron el sexo mds costoso, las

hembras.

Los resultados de este trabajo muestran que la infeccidn y exposicién al DENV generan
cambios en la adecuacion de las hembras y sus crias, pero no se observé que todos los
parametros de adecuacion incrementaran en las madres expuestas y sus crias. Esto sugiere que
la interaccidon DENV-Ae. aegypti aun no es tan estrecha como para que ambos obtengan
beneficios y esto podria deberse a que el modo de transmision del DENV no es 100% vertical,
sin embargo tampoco se observaron costos de la infeccidn, lo que posiblemente sugiera que el
DENV maximiza su transmision pero al mismo tiempo preserva el mantenimiento de su

hospedero.

Finalmente, se cree que la intensidad de la transmision de dengue esta ampliamente
influenciada por la capacidad vectorial de Ae. aegypti, la densidad de poblacion, la
supervivencia, la suceptibilidad a la infeccion, la conducta de alimentacidn, entre otras
caracteristicas. Por ello se sugiere que es necesario entender como estos rasgos de historia de

vida cambian durante la infeccidon y cdmo esto altera la competencia vectorial del mosquito.
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7. CONCLUSIONES

1. La infeccion por DENV en el mosquito Ae. aegypti provee un beneficio reproductivo en las
madres infectadas horizontalmente (via oral). Las madres infectadas tuvieron mas huevos que

las no infectadas.

2. lLa infeccion por DENV genera un costo de supervivencia en las hijas infectadas

verticalmente. Las hijas infectadas viven menos que las no infectadas.

3. Las madres infectadas tuvieron un sesgo en la proporcién sexual de su progenie, emergieron

mas machos que hembras.

4. Se puede especular que la estrategia del virus es exitosa ya que, aunque en baja proporcion,

asegura su presencia y mantenimiento en la poblacién de hospederos,

4. El hecho de que las madres infectadas horizontalmente hayan tenido un beneficio en su
reproduccién mientras que las hijas infectadas verticalmente hayan tenido un costo en su
supervivencia puede deberse a la inversion de recursos de las madres, lo cual les costé en la

siguiente generacion.

30



8. PERSPECTIVAS

1. Los porcentajes de transmision transovarica que se han registrado tanto en campo como en
laboratorio del DENV en su hospedero Ae. aegypti son muy pequefos y muy variables, incluso
hay quien duda de su existencia, sin embargo, no hay duda de que la transmisidn vertical
existe, pero su importancia en la persistencia del dengue en las poblaciones de hospederos es
poco clara. Por lo tanto, seria mucho mejor realizar un estudio similar a éste, pero con un virus
asociado a Aedes cuya Unico modo de transmision sea el vertical como el CFV (Cell fusion virus),

quiza en esa interaccion los beneficios de la infeccidn podrian ser mayores.

2. Hasta donde sabemos, no se ha registrado cuidadosamente el impacto del papel de los
machos en la diseminacidn del virus en la poblacidn vectorial. Pero resultados previos sugieren

gue también es un tema importante, y se deberia explorar mas detenidamente.

3. Podria ser mejor registrar al menos 3 6 4 ciclos gonadotrépicos para asegurar que el

aumento en la fecundidad de las madres es ocasionado como efecto de la infeccidn.

4. También seria Util comparar el efecto de la infeccién entre poblaciones de mosquitos
silvestres y las cepas de referencia (susceptible y resistente) que han estado sujetas a presiones
artificiales de seleccion, para conocer como varian cada una de las variables registradas bajo

estos distintos escenarios.

4. Finalmente se sugiere registrar los parametros de adecuacion aqui reportados en una o dos
generaciones mas, lo cual nos daria mayor informacidn sobre las estrategias empleadas ante la
infeccion por DENV y la presencia de costos o beneficios en cada generacion, ademas de que se

podria determinar la persistencia del virus durante las generaciones.
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