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Resumen: La reproduccion sexual en animales es un proceso complejo que va mas alla de
la unidén entre espermatozoide y évulo. De hecho, la generacion exitosa de la progenie de-
pende, en gran medida, de una serie de conductas pre copulatorias especificas de la especie
y el sexo, asi como de interacciones fisicas y moleculares que ocurren durante y después
del apareamiento. Dichas sefiales ¢ interacciones facilitan la localizacion, el reconocimiento
y la atraccion de la pareja, y aseguran la fertilizacion exitosa del huevo. Esta revision se
centrd en los procesos comportamentales y fisiologicos necesarios para la reproduccion en
mosquitos vectores de enfermedades, Aedes y Anopheles. Se destacan trabajos recientes que
han dilucidado los comportamientos pre-apareamiento de machos y hembras que conducen a
una copula exitosa y se describen los cambios fisioldgicos y de comportamiento posteriores
al apareamiento observados en las hembras, que facilitan, principalmente, la produccion de
progenie. Asi mismo, se discute el papel de las moléculas especificas del sexo en la mediacion
de los cambios posteriores al apareamiento observados en las hembras apareadas de Aedes
y Anopheles. Finalmente, se da una descripcion general de como los factores ambientales
(por ejemplo, la temperatura, el estado nutricional o la composicion del microbioma) pueden
influir en la fertilidad de los adultos.

Palabras clave: acustica de apareamiento, Aedes, Anopheles, biologia reproductiva, fisiolo-
gia de apareamiento.

Abstract: Sexual reproduction in animals is more than the union of sperm and eggs, as the
successful generation of progeny requires a series of interactions, e.g., behavioral, physical,
and molecular, between males and females to ensure that a spermatozoon will ultimately fer-
tilize an egg. Thus, reproduction is a complex process in which species- and sex-specific be-
havioral cues are required for the localization, recognition, and attraction of a sexual partner,
and post-insemination interactions between male and female molecules mediate physiological
and behavioral changes in females necessary for optimal reproductive output. In this review,
we have focused on the behavioral and physiological processes required for reproduction
in Aedes and Anopheles vector mosquitoes. We highlight recent work that has elucidated
the pre-mating behaviors of males and females that lead to a successful copulation, describe
the post-mating behavioral and physiological changes observed in females, which primarily
serve to facilitate the production of progeny, and discuss the role of sex-specific molecules in
mediating the post-mating changes observed in mated Aedes and Anopheles females. Finally,
we give an overview of how environmental factors (e.g., temperature, nutritional status, or the
composition of the microbiome) can influence adult fertility.

Keywords: Aedes, Anopheles, mating acoustics, mating physiology, reproductive biology.

Introduccion

A menudo se piensa en la reproduccion en términos simplistas: los machos y las
hembras se aparean, el macho transfiere los espermatozoides que fertilizan los
ovulos y se produce progenie. Sin embargo, la reproduccion requiere una serie de
interacciones entre machos y hembras, comportamentales, fisicas y moleculares,
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que son integrales para la generacion exitosa de la progenie.
La interrupcion de cualquiera de estas interacciones puede te-
ner consecuencias importantes en la fertilidad de una pareja.

Antes de copular, los machos y las hembras necesitan en-
contrarse y reconocer que son del sexo opuesto y de la misma
especie (Gibson et al. 2010; Baker et al. 2019). Esto se logra
a través de sefiales especificas de la especie y del sexo (Yuval
2005; Gibson et al. 2010; Baker et al. 2019). Una vez que la
pareja se encuentra, los machos deben cortejar con éxito a
la hembra, lo cual varia ampliamente, a veces involucrando
elaborados rituales de cortejo u otra interaccion de compor-
tamiento entre los dos sexos (Quigley y Fusani 2018; Baker
et al. 2019).

Cuando una hembra acepta las insinuaciones de un macho,
puede producirse la copula. En los insectos, el apareamiento
resulta en una serie de cambios fisioloégicos y de comporta-
miento en las hembras conocidos como respuestas post-apa-
reamiento, que sirven principalmente para facilitar la produc-
cion de progenie (Gillott 2003; Avila et al. 2011; Baldini ef al.
2012; Gabrieli et al. 2014; Hopkins et al. 2018). Estos cam-
bios en la hembra incluyen aumento en el desarrollo de los
huevos, ovulacion y oviposicion, aumento en las actividades
de alimentacion y consumo, cambios en las tasas de digestion
y/o preferencias alimentarias, alteracion de la longevidad e
induccion de una respuesta inmune (Gillott 2003; Avila et al.
2011; Baldini ef al. 2012; Gabrieli ef al. 2014; Hopkins et al.
2018; Villarreal ef al. 2018; Reynolds et al. 2020).

Las proteinas y moléculas pequeias, causantes de los
cambios post-apareamiento en la hembra estan presentes en
el eyaculado masculino y se transfieren al tracto reproductivo
femenino junto con los espermatozoides durante el aparea-
miento (Hopkins et al. 2017). Las proteinas del fluido semi-
nal (SFPs por su siglas en inglés) desempefian un papel im-
portante en la mediacion de la respuesta femenina posterior
al apareamiento en varias especies y son necesarias para el
almacenamiento y posterior funcion de espermatozoides en
las hembras en insectos (Gillott 2003; Avila et al. 2011; Bal-
dini et al. 2012; Hopkins et al. 2018). Aunque los compo-
nentes de la eyaculacion masculina inducen la respuesta de
las hembras después del apareamiento, las hembras no son
jugadoras pasivas en la reproduccion, ya que se cree que los
genes especificos que las hembras expresan en los tejidos del
tracto reproductivo (muchos de los cuales estan regulados por
el apareamiento) coordinan sus actividades con las SFPs para
generar con ¢éxito la progenie (Schnakenberg ef al. 2011; Sun
y Spradling 2013; Shaw et al. 2014).

Ademas de las moléculas especificas de machos y hembras
esenciales para la fertilidad, los factores ambientales también
pueden influir en la reproduccion de los insectos (Reinhold
et al. 2018; Meuti y Short 2019). Las condiciones de crian-
za, el estado nutricional y la variable climatica influyen en la
fertilidad (Reinhold ef al. 2018; Yan et al. 2021). A su vez, la
microbiota bacteriana residente en los insectos, a menudo ad-
quirida durante las etapas larvarias, también puede influir en
la fertilidad de una pareja (Coon et al. 2016a, b). Por lo tanto,
la reproduccion exitosa es una confluencia de numerosos fac-
tores, cada uno de los cuales juega un papel en la generacion
de la progenie.

En esta revision, se discute el proceso reproductivo de
dos géneros de mosquitos vectores de enfermedades, Aedes
y Anopheles. En estos vectores, el estudio de la reproduccion
es importante ya que, (a) estd asociada a la capacidad vecto-
rial (Mitchell et al. 2015), (b) las caracteristicas del proceso

reproductivo pueden ser usadas para desarrollar nuevos mé-
todos de control o mejorar los existentes (Johnson y Ritchie
2016), y (c) las técnicas de control alternativas como la libe-
racion de insectos adultos infectados con bacterias especificas
(Hoffmann et al. 2011) o de mosquitos genéticamente modi-
ficados (Winskill ez al. 2015; Qsim et al. 2017), dependen de
la competencia reproductiva de los mosquitos desarrollados
en laboratorio. Asi pues, se discute como algunas especies de
Aedes y Anopheles se reconocen y se localizan entre si y se
describen sus comportamientos copulatorios antes del aparea-
miento. Similar a hembras en otros organismos, los mosquitos
también experimentan cambios posteriores al apareamiento.
Se describen los componentes de la eyaculacion que provocan
estos cambios en especies de Aedes y Anopheles. Finalmente,
se examina como los factores ambientales pueden influir en
la fisiologia de machos y hembras y que alteran su aptitud
reproductiva.

Interacciones precopulatorias entre mosquitos,

machos y hembras

El primer paso para una reproduccion exitosa debe ser la lo-
calizacion y atraccion de individuos del sexo opuesto de la
misma especie (Gibson et al. 2010). Los mosquitos respon-
den a diferentes estimulos cuya finalidad es un apareamien-
to exitoso (Yuval 2005). En general, Aedes y Anopheles tie-
nen diferentes comportamientos de localizacidon y atraccion
(Yuval 2005).

La mayoria de las especies de anofelinos caracterizadas
han sido especies africanas que copulan en enjambres (Yuval
2006; Diabaté et al. 2011; Baeshen 2022). El enjambre es una
agregacion de individuos, en su mayoria machos, que vuelan
en conjunto y cuya funcion es servir como arena para esti-
mular la copula (Clements 1999; Diabaté et al. 2011). Segun
la especie, los enjambres pueden ser formados por diferentes
cantidades de individuos, de decenas a cientos, y encontrarse
a diferentes alturas (Howell y Knols 2009; Manoukis et al.
2009; Assogba ef al. 2010). Su formacion depende de la luz,
el ciclo circadiano de los individuos y de marcadores visuales
en el piso o en el horizonte (Sawadogo et al. 2013; Poda et al.
2019; Wang et al. 2021). Para la mayoria de las especies de
anofelinos estudiadas, los enjambres se forman al atardecer
(Charlwood y Jones 1980; Diabaté et al. 2003). Sin embargo,
poco es lo que se sabe de las especies anofelinas del Nuevo
Mundo. Al inicio del enjambre, los machos se van uniendo,
formando una agregacion suelta, para posteriormente formar
un grupo mas rigido y denso de mosquitos (Howell y Knols
2009). Las hembras llegan al enjambre una vez formado,
tiempo que también es dependiente de la especie. Los ma-
chos copulan con las hembras que entran al enjambre o se
alejan del enjambre temporalmente para copular con hembras
que vuelan cerca (Charlwood y Jones 1980; Charlwood et al.
2002; Diabaté et al. 2003; Howell y Knols 2009; Diabaté et
al. 2011).

Por otro lado, los machos de Aedes aegypti forman agre-
gaciones mas pequefias de maximo un par de docenas, cerca a
los pies o piernas del huésped, esperando a que alguna hembra
se acerque a alimentarse (Hartberg 1971; Yuval 2005; Cabrera
etal.2007; Cator et al. 2011), aunque también se han observa-
do enjambres cerca a grandes arboles o sobre sitios de ovipo-
sicion. Sin embargo, la formacion de enjambre en Ae. aegypti
no es un comportamiento obligatorio para copular ya que
también se han observado machos volando en solitario para
interceptar hembras, formando parejas inicas de mosquitos
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(Oliva et al. 2014). Esta plasticidad permite que especies de
Aedes copulen a diferentes horas del dia, aunque se observan
picos crepusculares (Hartberg 1971; Oliva ef al. 2014).

La formacion de enjambre y la atraccion de las hembras se
da posiblemente por una combinacion de una variedad de se-
nales olfativas, auditivas y visuales (Diabaté et al. 2011; Oli-
va et al. 2014; Vanickova et al. 2017; Moziraitis et al. 2020;
Cator et al. 2021; Baeshen 2022). Asi, por ejemplo, en Ae.
aegypti, los machos en enjambre producen una feromona “de
agregacion” que atrae a individuos de ambos sexos (Fawaz
et al. 2014; Oliva et al. 2014). La interaccion del macho con
la hembra dentro del enjambre ocurre en el aire y puede ter-
minar en apareamiento o en rechazo por parte de la hembra
(Cator et al. 2021). Asi mismo, estudios han demostrado que
machos de An. arabiensis y An. gambiae producen y liberan
feromonas de agregacion que atraen a machos y a hembras y
es importante para el éxito de copula (Moziraitis et al. 2020).
Tanto en Aedes como en Anopheles, no hay una forma clara
de cortejo; sin embargo existe evidencia que demuestra que
los individuos se aparean con parejas que presentan carac-
teristicas especificas, que incluyen tamafio, antecedentes ge-
néticos y formas de crianza (Qureshi et al. 2019; Cator et al.
2021), aunque es poco lo que se sabe al respecto. Aun asi, en
algunas especies como An. gambiae, se cree que el proceso de
copula es tan rapido que no hay seleccion de la pareja (Dia-
baté et al. 2011).

Uno de los factores necesarios para que mosquitos del
sexo opuesto de la misma especie se encuentren y se selec-
cionen unos a otros, son las sefiales auditivas. Se ha sabido
por mucho tiempo que en Ae. aegypti, el macho es atraido por
la frecuencia del batido de las alas que producen las hembras
al volar (WBF, wing beat frequency por sus siglas en inglés)
(Roth 1948) y que el sonido es un componente esencial en el
comportamiento de apareamiento de la mayoria de los mos-
quitos (Belton 1994).

La caracterizacion de las interacciones acusticas entre ma-
chos y hembras se ha hecho principalmente con mosquitos
inmovilizados que pueden mover libremente sus alas. Machos
y hembras inmovilizados de algunas especies de Anopheles
(Pennetier et al. 2010), Culex (Warren et al. 2009), y Aedes
(Cator et al. 2009) interactiian actsticamente cuando se en-
cuentran en cercania, alterando la frecuencia del batido de
sus alas para converger en los componentes arménicos de sus
seflales, proceso conocido como convergencia armonica. La
convergencia armoénica también se ha descrito en parejas de
Ae. aegypti donde la hembra esta inmovilizada y el macho
vuela libremente; en este caso la convergencia se correlaciona
mas frecuentemente con copulas exitosas (Aldersley y Cator
2019). No obstante, poca es la informacion que se tiene sobre
este comportamiento acustico en mosquitos en vuelo libre.
En un estudio de laboratorio usando An. albimanus en vuelo
libre no se detectd convergencia armonica (Pantoja-Sanchez
et al. 2019), y en un estudio en campo que analiz6 el com-
portamiento de Ae. aegypti se detectd en una pareja lo que
parece ser convergencia armonica (Cator et al. 2011). Aun asi,
se cree que la convergencia armonica es un mecanismo usado
por las hembras para evaluar y determinar si deben aparearse
con un macho en particular.

Otro comportamiento acustico descrito es la modula-
cion rapida de frecuencia (RFM por sus siglas en inglés).
Este tipo de comportamiento precdpula se ha reportado en pa-
rejas donde el macho tiene un comportamiento estereotipico,
en el que presenta un aumento en el tono de vuelo seguido

por una modulacion rapida de la frecuencia y es asociado al
momento en el que el macho ha detectado, es atraido y se
dirige hacia el tono producido por una hembra (Simdes et al.
2016). La RFM representa una medida acustica de un intento
de apareamiento por parte del macho (Simdes et al. 2016).
La identificacion y caracterizacion de este comportamiento se
ha realizado con machos de Ae. aegypti (Aldersley y Cator
2019), An. gambiae y An. coluzzi (Simdes et al. 2017), Cx.
quinquefasciatus (Simdes et al. 2016) y An. darlingi (Mon-
toya et al. 2021) en vuelo libre, que son atraidos ya sea hacia
una hembra inmovil o a un parlante reproduciendo el tono
de la hembra. Adicionalmente, este comportamiento de RFM
también se ha observado en An. albimanus (Pantoja-Sanchez
et al. 2019), cuando los dos individuos vuelan libres. La RFM
es un comportamiento independiente y diferente de las inte-
racciones de convergencia armonica, y no esta claro como se
relacionan entre si (Aldersley y Cator 2019).

Las interacciones acusticas entre machos también son
importantes en la formacion del enjambre. Dentro del en-
jambre, subgrupos de machos presentan vuelos paralelos y
donde coincide la velocidad de cada individuo (Shishika et
al. 2014). Estudios realizados con grupos de machos de Ae.
aegypti inmovilizados, determinaron que cuando hay mas de
6 individuos volando cerca se presenta cohesividad en los to-
nos acusticos de todos los machos (Aldersley ef al. 2017).
Adicionalmente, en grupos de machos de An. albimanus en
vuelo libre la cohesividad de las frecuencias de los machos
esta asociada con vuelos en patron, o similares a vuelos en
enjambre (Pantoja-Sanchez et al. 2019). Esta cohesividad
acustica de los machos que vuelan juntos puede ser util para
detectar cuando las hembras, con un tono diferente, entran
al enjambre, facilitando asi la copula (Pantoja-Sanchez et al.
2019). Finalmente, estudios en An. coluzzii en vuelo libre,
revelaron que los machos que vuelan en enjambre son mas
sensibles al sonido, lo que sugiere que los machos estan mas
dispuestos a interactuar acusticamente con la hembra para co-
pular, mientras que estudios en An. gambie muestran que el
aumento en la sensibilidad al sonido es el resultado de control
circadiano (Feugere et al. 2022; Somers et al. 2022).

Moléculas del fluido seminal provocan cambios

en las hembras después de aparearse

Durante el apareamiento, los machos transfieren fluido se-
minal al tracto reproductivo femenino. El fluido seminal es
una mezcla compleja de espermatozoides y otras moléculas,
incluidos lipidos, proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos
y vitaminas (Hopkins ef al. 2017). Se sabe desde hace algin
tiempo, que el apareamiento induce cambios fisiologicos y de
comportamiento en las hembras de diversos taxones; el con-
junto de cambios es denominado respuesta post-apareamiento
(PMR por sus siglas en inglés) de las hembras (Gillott 2003;
Avila et al. 2011). Las PMRs de las hembras y los factores
que las inducen se han estudiado ampliamente en el modelo
de insecto Drosophila melanogaster, en la que las hembras
exhiben numerosos cambios, que incluyen aumentos en las
tasas de producciéon de huevos, ovulacion, oviposicion, ac-
tividad locomotora, y consumo de alimentos, y disminucion
de la tasa de digestion, esperanza de vida y receptividad se-
xual en las hembras apareadas (Gillott 2003; Avila ef al. 2011;
Hopkins et al. 2018). En D. melanogaster, el apareamiento
también induce cambios transcripcionales en los tejidos del
tracto reproductivo femenino y en los intestinos, induce una
respuesta inmune, y causa cambios estructurales en estos
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(Avila et al. 2011; Rubinstein y Wolfner 2013; Mattei et al.
2015; Hopkins ef al. 2018; White et al. 2021). Las SFPs, y no
los espermatozoides, son los efectores principales de los cam-
bios en las hembras de esta especie (Xue y Noll 2000; Avila
et al. 2011; Hopkins ef al. 2018; White et al. 2021). Ademas,
las SFPs son importantes y necesarias para la acumulacion de
espermatozoides en los 6rganos de almacenamiento del tracto
reproductivo femenino, y su posterior liberacion para permitir
la fertilizacion (Avila et al. 2011; Hopkins et al. 2018).

La localizacion final de las SFPs en los tejidos de las
hembras después de la transferencia puede sugerir la fun-
cion de cada proteina (Ravi Ram et al. 2005). Dentro del
tracto reproductivo femenino, un subconjunto de SFPs de D.
melanogaster se localizan en la superficie de los espermato-
zoides, y en los diferentes tejidos del tracto (p.¢j., los ovarios,
los oviductos, y los 6rganos de almacenamiento de espermato-
zoides) (Neubaum y Wolfner 1999; Heifetz et al. 2000; Peng
et al. 2005; Ravi Ram et al. 2005; Singh et al. 2018). Asi, por
ejemplo, las SFPs que se localizan en la superficie de los es-
permatozoides o entran a los 6rganos de almacenamiento de
los espermatozoides a menudo se requieren para el almace-
namiento, liberacion y/o la funcion adecuada de los esperma-
tozoides en esta especie (Avila et al. 2011, 2017; Hopkins et
al. 2018). Algunas SFPs de Drosophila pueden salir del tracto
reproductivo femenino y entrar en la hemolinfa, como la pro-
teina sex peptide (también conocida como Acp70A) capaz de
ingresar al sistema nervioso para mediar los comportamien-
tos femeninos posteriores al aparcamiento (Avila et al. 2011;
Hopkins et al. 2018). Por lo tanto, los estudios en Drosophila
han demostrado la importancia de las SFPs en la fertilidad y
han llevado a los investigadores a identificar proteinas semi-
nales u otros componentes del fluido seminal necesarias para
la fertilidad de mosquitos vectores de enfermedades.

Los tractos reproductivos masculinos y

femeninos de Aedes aegypti y Anopheles gambiae

En hembras de de. aegypti, el fluido seminal transferido por
los machos entra a la bursa del tracto reproductivo femeni-
no que se expande para acomodar el eyaculado (Figura 1A).
Los espermatozoides localizados inicialmente en la bursa se
orientan hacia las entradas de los 6rganos de almacenamiento,
o espermatecas (Figura 1A) y comienzan a entrar ~ 30 segun-
dos después de la inseminacion (Degner y Harrington 2016a).
En el tracto reproductivo masculino, las glandulas accesorias

(Figura 1B) son los sitios principales de sintesis de las SFPs
en ésta especie (Alfonso-Parra et al. 2014). La produccion de
los espermatozoides ocurre en los testiculos, y los esperma-
tozoides maduros que seran transferidos en el eyaculado son
almacenados en las vesiculas seminales (Figura 1B) (Foster y
Lea 1975; Ndiaye et al. 1997).

En An. gambiae, los machos transfieren el eyaculado
(espermatozoides y otros componentes) como un tapon de
aparecamiento gelatinoso que se localiza en el atrio femeni-
no (Giglioli y Mason 1966) (Figura 1B). El tapon de aparea-
miento se degrada lentamente dentro del tracto reproductivo
femenino y los espermatozoides se almacenan en la esperma-
teca (Rogers et al. 2009; Mitchell ez al. 2015; Bascuiian ef al.
2020). Las glandulas accesorias son los sitios principales de
sintesis de las SFPs identificados en esta especie (Baldini et
al. 2012), y producen la hormona esteroide 20-hidroxiecdi-
sona (20E) (Pondeville et al. 2008); la transferencia sexual
de 20E induce varias respuestas post-apareamiento en las
hembras de esta especie (Gabrieli et al. 2014). Como en otros
insectos, los espermatozoides maduros se almacenan en las
vesiculas seminales (Figura 1B) del tracto reproductivo mas-
culino (Ndiaye et al. 1997).

Cambios fisiolégicos y comportamentales en las

hembras apareadas de Aedes y Anopheles

Las hembras de Aedes y Anopheles sufren cambios fisiologi-
cos y comportamentales como resultado de la transferencia
del fluido seminal del macho durante la copula. Después de
la inseminacion, las hembras de Ae. aegypti experimentan
varios cambios, que incluyen la produccion de huevos (Meu-
ti y Short 2019), aumento de la longevidad de las hembras
(Helinski y Harrington 2011; Villarreal et al. 2018), la dis-
minucidn en la incidencia de re-apareamiento (Degner y Ha-
rrington 2016b), y la disminucion en la actividad de vuelo
(Jones 1981). Ademas, el apareamiento inhibe la convergen-
cia armoénica de las hembras (League ef al. 2019), un posible
mecanismo para evitar un nuevo apareamiento. Al igual que
en D. melanogaster, la copulaciéon induce cambios en la ex-
presion génica en los tejidos del tracto reproductivo femenino
(Alfonso-Parra et al. 2016; Camargo et al. 2020; Pascini et al.
2020), y algunos de estos genes responden directamente a la
recepcion de las SFPs (Amaro et al. 2021). Estudios iniciales
sugirieron que el apareamiento alteraba los comportamien-
tos de busqueda de huéspedes y el tamafio de la comida de

Figura 1. Tracto reproductivo femenino (A) y masculino (B) de especies de Aedes y Anopheles. Tracto reproductivo femenino:
Ov = oviducto, Esp = espermateca, B = bursa, A = atria; Tracto reproductivo masculino: T = testiculo, VS = vesiculas seminales,
GA = glandula accesoria. Los tractos reproductivos femeninos representan hembras apareadas. En (A) (4nopheles), el baston

representa el tapon de apareamiento dentro del atrio.
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sangre en las hembras de Ae. aegypti (Klowden 1995; Klow-
den 1999; Gillott 2003), sin embargo, un estudio reciente de-
mostrd que ni el apareamiento ni la recepcion de SFP alteran
la busqueda de huéspedes, el tamafio de la ingesta de sangre o
la tasa de digestion (League ef al. 2021) en esta especie.

Las hembras de Anopheles también experimentan cam-
bios posteriores al apareamiento similares a los observados
en los mosquitos Aedes, ya que se suprime el reapareamiento
(Baimai y Green 1987; Tripet ef al. 2003), se¢ aumenta la pro-
duccién de huevos (Baldini et al. 2012), y reduce la actividad
del vuelo (Jones y Gubbins 1978). Similar a lo observado en
D. melanogaster, en An. gambiae no se requieren esperma-
tozoides para producir una respuesta postcopulatoria, ya que
machos sin espermatozoides pueden inducir cambios en sus
parejas (Thailayil et al. 2011), implicando a otros compo-
nentes seminales en las PMRs femeninas. El apareamiento
también causa cambios estructurales (Rogers et al. 2008) y
cambios transcripcionales en los tejidos del tracto reproduc-
tivo femenino (Rogers et al. 2008; Gabrieli ef al. 2014; Shaw
etal. 2014).

Las proteinas del fluido seminal provocan

cambios en las hembras de Aedes

Experimentos realizados en Ae. aegypti, demostraron que la
implantacion de las glandulas accesorias masculinas (Figu-
ra 1B) en las hembras induce varios PMRs en esta especie
(Leahy y Craig 1965; Craig 1967; Yeh y Klowden 1990) y que
los componentes de las glandulas accesorias responsables de
estos efectos son proteinicos (Fuchs ef al. 1968; Fuchs et al.
1969), sugiriendo que este drgano produce proteinas respon-
sables de los cambios observados posteriores al apareamien-
to. Asi mismo, la inyeccion de extractos de las glandulas acce-
sorias masculinas en hembras virgenes inhibe el apareamiento
a largo plazo en las hembras de Ae. aegypti y Ae. albopictus
(Helinski et al. 2012), inhibe la convergencia armonica en Ae.
aegypti (League et al. 2019), disminuye la actividad locomo-
tora en Ae. albopictus (Feitoza et al. 2020), induce la puesta
de huevos en Ae. aegypti (Villarreal et al. 2018), y aumenta
la esperanza de vida de las hembras en Ae. aegypti (Villa-
rreal et al. 2018), lo que proporciona mas pruebas de que las
moléculas producidas en las glandulas accesorias masculinas
son responsables de la induccion de PMRs femeninas en los
mosquitos Aedes.

En la actualidad, sabemos que las glandulas accesorias
masculinas son los principales sitios de sintesis de las SFPs
en Ae. aegypti (Alfonso-Parra et al. 2014), lo que sugiere que
las proteinas producidas alli son los efectores primarios de las
PMRs en esta especie. Hasta la fecha, se han identificado 280
SFPs de Ae. aegypti (Degner et al. 2018) y 198 SFPs de Ae.
albopictus (Boes et al. 2014) que son transferidas a las hem-
bras durante el apareamiento. La composicion de las SFPs de
Ae. aegypti 'y Ae. albopictus son similares a los eyaculados de
otros taxones, con categorias de proteinas similares en pro-
porciones semejantes (Avila et al. 2011; Baldini et al. 2012;
Hopkins et al. 2017; Wigby et al. 2020). Sin embargo, una di-
ficultad importante en el estudio de la funcién de las SFPs es
que los genes que codifican para estas proteinas son de los que
evolucionan mas rapidamente del genoma, y tienen una baja
homologia incluso entre especies estrechamente relacionadas
(Chapman 2008; Hopkins et al. 2017), requiriendo el analisis
funcional de las SFPs en cada especie.

Aunque las SFPs en conjunto efectuan en las hembras
de Aedes los PMRs, solamente se ha dilucidado la funcion

de una proteina seminal: Head-Peptide I (HP-I). HP-I se ex-
presa en las glandulas accesorias masculinas y se transfiere a
las hembras durante el apareamiento (Naccarati ef al. 2012),
para provocar una inhibicion transitoria del reapareamiento de
las hembras en la primera hora después de la copula (Duvall
et al. 2017). Aunque las hembras Ae. aegypti se consideran
mondgamas, una pequefia proporcion se aparean nuevamente
en las primeras horas después del apareamiento inicial; el re-
aparecamiento disminuye con el tiempo hasta que las hembras
se vuelven completamente refractarias a las 24 horas (Degner
y Harrington 2016b). Se cree que HP-I refuerza la monogamia
a corto plazo, antes de que componentes adicionales de las
glandulas accesorias masculinas eliminen el reapareamiento a
largo plazo. Los machos de Ae. aegypti también transfieren la
hormona juvenil I1I al tracto reproductivo femenino, y afectan
el almacenamiento de lipidos en los ovarios, lo que mejora el
desarrollo del foliculo ovarico después de una ingestion de
sangre que conduce a un aumento de la oviposicion (Clifton
etal 2014).

20-hidroxiecdisona causa cambios postcopulatorios

en las hembras de Anopheles gambiae

A diferencia de Ade. aegypti, el papel de las secreciones de
las glandulas accesorias en la inducciéon de PMR femenina
en anofelinos no fue tan evidente, ya que experimentos de
trasplantacion de las glandulas accesorias a las hembras e in-
yeccion de extractos de las glandulas accesorias dieron resul-
tados mixtos (revisado en Baldini ez al. 2012). Por ejemplo, al
examinar la inhibicion del apareamiento después de la inyec-
cion de extractos de glandulas accesorias masculinas, algunos
investigadores no encontraron ningtn efecto (Klowden 2001)
mientras que otros si (Shutt ez al. 2010).

Experimentos mas recientes identificaron SFPs produci-
das en las glandulas accesorias masculinas de An. gambiae
que son necesarias para algunos procesos posteriores al apa-
reamiento y requeridas para la fertilidad. Inicialmente, Dotto-
rini et al. (2007) realizaron una comparacion bioinformatica
de D. melanogaster 'y An. gambiae en la que identificaron 46
genes expresados en las glandulas accesorias de esta especie.
Rogers et al. (2009) realizaron un analisis de espectrometria
de masas para identificar las proteinas especificas de los ma-
chos transferidas en el tapon de apareamiento, identificaron
25 SFPs. Asi por ejemplo, la formacion del tapon de aparea-
miento se da mediante la reticulacién de la SFP Plugin por
una transglutaminasa especifica producida en las glandulas
accesorias masculinas (Rogers et al. 2009). La eliminacion de
Plugin por medio de RNAi da como resultado una disminu-
cion significativa en la cantidad de espermatozoides almace-
nados en la espermateca (Rogers et al. 2009). Tras el analisis
de la expresion génica del genoma completo del An. gam-
biae (Baker et al. 2011), Baldini et al. (2012) identificaron
50 genes adicionales expresados en las glandulas accesorias.
Sin embargo, se conoce la funcion solo de algunos de estos
genes en la fertilidad de An. gambiae. Adicionalmente, Dotto-
rini et al. (2013) identificaron un factor de choque térmico que
regula la transcripcién de algunas de las SFPs. El silencia-
miento de este factor de choque térmico en los machos afecta
la cantidad de progenie producida en sus parejas (Dottorini et
al. 2013). Sin embargo, el tapon de acoplamiento no se for-
ma con el silenciamiento de este factor de choque térmico
(Dottorini et al. 2013). Por lo tanto, no se sabe si la fertilidad
suprimida observada es un resultado directo del silenciamien-
to de los SFPs o si se debe a un defecto de almacenamiento de
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esperma asociado con la formacion incompleta del tapon de
apareamiento (Rogers et al. 2009).

Posteriormente, se identificaria un componente no protei-
nico del liquido seminal que causa cambios en An. gambiae
hembras después del apareamiento. A diferencia de Aedes y
Drosophila, el efector principal de los PMRs femeninos en las
hembras de An. gambiae no es una proteina seminal, sino la
hormona esteroide 20-hidroxiecdisona (20E) (Gabrieli et al.
2014). 20E es un ecdiesteroide presente en insectos, que tiene
una variedad de funciones, incluida la regulacion de la muda
en las etapas juveniles, y el aprendizaje, el suefio y las interac-
ciones sociales en adultos (Ishimoto y Kitamoto 2011; Yama-
naka ef al. 2013). Machos de An. gambiae producen 20E en
las glandulas accesorias masculinas y lo transfieren a las hem-
bras durante el apareamiento (Pondeville et al. 2008; Mitchell
et al. 2015). La inyeccion de 20E en hembras virgenes es su-
ficiente para inhibir el re-apareamiento (Gabrieli et al. 2014),
inducir la ovogénesis y la oviposicion (Baldini et al. 2013;
Gabrieli et al. 2014), y efectuar cambios transcripcionales en
el tracto reproductivo femenino de esta especie (Gabrieli et
al. 2014), lo que muestra que esta hormona esteroidea es el
principal efector de los cambios posteriores al apareamiento
en esta especie. Sin embargo, no todos los vectores anofelinos
de malaria utilizan 20E para inducir las PMRs. Por ejemplo,
los machos de An. albimanus no producen 20E en sus glandu-
las accesorias (Mitchell et al. 2015), lo que sugiere que otras
moléculas de los machos inducen las PMRs en las hembras de
algunas especies de Anopheles.

Los genes expresados en el tracto reproductivo
de la hembra son necesarios para la fertilidad
en especies de Aedes y Anopheles
Aunque hasta el momento se ha hecho énfasis en las molé-
culas especificas de los machos necesarias para la fertilidad,
las moléculas de las hembras son también un requisito para la
produccion de progenie. En D. melanogaster, el apareamiento
causa una gran cantidad de cambios transcripcionales en los
tejidos del tracto reproductivo femenino (Avila et al. 2011),
incluyendo genes expresados en las células secretoras de las
espermatecas que son esenciales para la fertilidad (Allen y
Spradling 2008; Prokupek et al. 2009). En esta misma espe-
cie, la ablacion genética de las células secretoras de las esper-
matecas antes del apareamiento resulta en la esterilidad de las
hembras, mientras que la ablacién después del apareamiento
(cuando se almacenan los espermatozoides) afecta la moti-
lidad de los espermatozoides, la ovulacion y la oviposicion
(Schnakenberg ef al. 2011; Sun y Spradling 2013). Como la
expresion génica posterior al apareamiento se correlaciona con
los cambios estructurales observados en el tracto reproductivo
femenino en An. gambiae y D. melanogaster (Rogers et al.
2008; Rubinstein y Wolfner 2013; Mattei et al. 2015), los genes
que responden al apareamiento potencialmente pueden coor-
dinar sus actividades con las SFPs transferidas y/o participar
en los procesos fisiologicos necesarios para la fertilidad.

El apareamiento y la recepcion de las SFPs en Ae. aegypti,
o la recepcion de 20E en An. gambiae induce cambios trans-
cripcionales en los tejidos del tracto reproductivo femenino
(Rogers et al. 2008; Gabrieli et al. 2014; Shaw et al. 2014;
Alfonso-Parra et al. 2016; Camargo et al. 2020; Pascini et
al. 2020; Reynolds et al. 2020; Amaro et al. 2021). En Ae.
aegypti, el apareamiento y la alimentacion con sangre provo-
can cambios en la expresion génica de las espermatecas (Ca-
margo et al. 2020). Asi, por ejemplo, un gen expresado en la

espermateca y regulado por la alimentacion con sangre, inter-
cambiador Na*/Ca**, es necesario para el desarrollo de los
ovocitos (Camargo et al. 2020; Pascini et al. 2020). También
es probable que el proceso de remocion de la capa exterior de
los espermatozoides almacenados en las espermatecas, modi-
ficacion que coincide con el momento en que los espermato-
zoides son capaces de fertilizar los 6vulos (Noble ez al. 2019),
requiera factores femeninos que no han sido identificados.
Incluso, solo un subconjunto de genes del tracto reproductivo
femenino de Ae. aegypti regulados por el apareamiento, se ex-
presan en las espermatecas (Alfonso-Parra et al. 2016; Camar-
go et al. 2020; Amaro et al. 2021), lo que sugiere que otros te-
jidos del sistema reproductor producen moléculas importantes
en los procesos fisiologicos posteriores al apareamiento.

En An. gambiae, se han identificado numerosos genes en
los tejidos del tracto reproductivo femenino que responden al
apareamiento (Rogers et al. 2008; Gabrieli et al. 2014; Shaw
et al. 2014). El gen Mating-Induced Stimulator of Oogenesis
(MISO) expresado en el atrio, esta directamente regulado por
20E y es necesario para el aumento en el desarrollo de los
huevos inducido por el apareamiento (Baldini et al. 2013).
Adicionalmente, la induccion de MISO en las hembras pro-
mueve la tolerancia a la infeccion por Plasmodium (Marce-
nac et al. 2020). Los genes que codifican para proteasas estan
altamente expresados en el atrio de la hembra en esta especie
(Rogers et al. 2008; Mancini et al. 2011), y dos genes que
codifican para serina-proteasas expresadas en el atrio, alteran
su expresion después del apareamiento y regulan la liberacion
de 20E del tapon; el silenciamiento de una de estas proteasas,
Mating Regulated Atrial Protease 1 (MatRAP1), resulta en un
aumento en la incidencia de reapareamiento de las hembras
(Bascuiian et al. 2020). La peroxidasa hemo HPX15, expresa-
da en la espermateca y regulada por la transferencia de 20E,
es necesaria para la fertilidad a largo plazo en esta especie
(Shaw et al. 2014). Ademas, la recepcion de 20E activa la via
de sefializacion quinasa c-Jun N-terminal (JNK) en la cabeza
de la hembra de An. gambiae, activacion requerida para lograr
niveles optimos de oviposicion (Peirce et al. 2020). La ali-
mentacion con sangre también activa la expresion de trehelasa
en los cuerpos grasos y en los ovarios de An. stephensi. La tre-
helasa metaboliza la trehalosa, y el silenciamiento de este gen
afecta el desarrollo de los ovocitos después de la alimentacion
con sangre (Tevatiya et al. 2020), lo que inidica que afecta el
metabolismo energético en los ovocitos en desarrollo.

Factores ambientales que afectan la

reproduccion en mosquitos Aedes y Anopheles.
Caracteristicas fisicas como el tamafio corporal y las reservas
energéticas son importantes en el desempefio reproductivo de
los mosquitos, evaluado en componentes como la fecundidad
y la fertilidad (p. ej. Ramirez-Sanchez et al. 2020). Estas ca-
racteristicas son directamente influenciadas por factores am-
bientales como 1. la temperatura (p. ¢j. Costa et al. 2010), 2.
el estado nutricional (p. €j. Yan et al. 2021) y 3. la microbiota
(incluyendo la infeccidon con la bacteria Wolbachia) (p. ej.
Coon et al. 2016a).

Temperatura. El desempefio reproductivo de los mosquitos
puede variar en respuesta a factores ambientales del entorno
en el que se desarrollan y habitan. Cambios en variables am-
bientales como la temperatura y la humedad en la que se en-
cuentran las hembras de Ae. aegypti, causan disminucion en
la fecundidad y en los patrones de oviposicion, teniendo como
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temperaturas mas optimas aquellas entre 25°C a 30°C (Costa
et al. 2010; Carrington et al. 2013). No obstante, se han ob-
servado resultados mixtos para Ae. albopictus con respecto a
los efectos de la temperatura sobre la fecundidad. Delatte et
al. (2009) no observaron ningun efecto de la temperatura en
la que se desarrollan las larvas sobre la fecundidad o los ciclos
gonotrdficos. Mientras que Briegel y Timmermann (2001) re-
portaron que en las larvas criadas entre 17-32°C, hay una co-
rrelacion inversa entre temperatura y tamafio de los adultos,
que resulta en una fecundidad mas alta en las hembras criadas
en las temperaturas mas bajas.

Estado nutricional. Una vez que emergen de los huevos, los
mosquitos deben pasar cuatro estadios larvarios y uno de pupa
antes de convertirse en adulto (Clements 1992). La alimenta-
cion recibida durante el proceso de desarrollo larval tiene un
papel determinante tanto para la larva como para el adulto
del mosquito, con un efecto directo sobre la fecundidad (Yan
et al. 2021). La calidad, asi como la cantidad de alimento,
son decisivos para el tamafio del mosquito, las hembras de
Ae. aegypti que crecen con dietas pobres durante su estadios
larval tienen un tamafio corporal menor cuando son adultos y
almacenan menos nutrientes comparados con mosquitos que
tuvieron dietas mas ricas (Tsunoda et al. 2010; Zeller y Koella
2016). Mas importante aun, el tamafio corporal tiene una co-
rrelacion positiva con el numero de huevos ovipositados por
la hembra, las hembras de Ae. aegypti y Ae. albopictus de
mayor tamafio, ponen mas huevos (Briegel y Timmermann
2001; Ramirez-Sanchez et al. 2020). Resultados similares
son observados en An. gambiae, An. stephensi (Takken et
al. 2013), An. arabiensis (Gilles et al. 2011) y An. coluzzi
(Vantaux et al. 2016; Epopa et al. 2018): las dietas pobres
en nutrientes durante el desarrollo larval conducen a menores
tamafios corporales y reservas nutricionales de los adultos, y
afectan la capacidad reproductiva de las hembras. Ademas,
machos de Ae. aegypti (Ponlawat y Harrington 2007) y Ae.
albopictus (Hatala et al. 2018) de mayor tamafio corporal tie-
nen un mayor numero de espermatozoides comparados con
insectos mas pequefos. Inclusive, machos mas grandes de
Ae. aegypti transfieren mas espermatozoides durante la co-
pulacion (Ponlawat y Harrington 2009), y pueden inseminar
mas hembras después de varias copulas sucesivas compara-
do con individuos de menor tamafio (Helinski y Harrington
2011; Ramirez-Sanchez et al. 2020). Finalmente, el tamafio
corporal de la hembra, en Ae. aegypti y Ae. albopictus, afecta
su capacidad de almacenar espermatozoides (De Jesus y Reis-
kind 2016). En definitiva, el estatus nutricional es uno de los
principales factores que afectan la produccion de progenie.

Microbiota. La microbiota asociada con mosquitos juega un
papel importante en el desarrollo larval, en la competencia
vectorial y en la respuesta inmune de sus hospederos (Strand
2018). La mayoria de la microbiota bacteriana de los mosqui-
tos se adquiere del habitat acuaticos de las larvas (Gimonneau
etal. 2014; Coon et al. 2016b) o cuando los adultos se alimen-
tan de néctar (Bassene et al. 2020), aunque algunas bacterias
pueden transmitirse verticalmente, como Wolbachia (Kremer
y Huigens 2011). El estudio del significado de la microbiota
en parametros reproductivos se ha hecho mediante experimen-
tos de su manipulacion utilizando diferentes estrategias. Asi
pues, la reduccion, con antibidtico, de la microbiota en mos-
quitos adultos muestran diferentes resultados dependiendo
de la especie, mientras para Ae. aegypti hay una reduccion en

el nimero de huevos puestos respecto al control (Gaio et al.
2011); en An. gambiae el nimero de huevos es mayor en el
grupo tratado (Gendrin et al. 2015). Sin embargo, en larvas
de Ae. aegypti axénicas colonizadas con bacterias auxotrofi-
cas que se pierden una vez emergen como mosquitos adultos,
la fertilidad es mayor en las hembras de microbiota reducida
comparadas a las control (Romoli ef al. 2021). Una estrategia
adicional para el estudio de la importancia de la microbiota,
es con el uso de mosquitos gnotobioticos, es decir con una
microbiota determinada y controlada desde su colonizacion
en larvas o adultos. Mosquitos gnotobioticos de Ae. aegypti
no presentan diferencias en el numero de huevos depositados
entre distintos tratamientos; al contrario, en Ae. atropalpus,
una especie autégena, que no necesita sangre para su prime-
ra puesta de huevos, se observa un numero menor de huevos
en los tratamientos comparado con el control (Coon et al.
2016a). Ya que la primera puesta de huevo en Ade. atropalpus
depende de la nutricion obtenida como larva, este resultado
muestra la conexidn entre la nutricion larval, la microbiota
residente y la fecundidad de los adultos (Coon et al. 2016a).

Wolbachia. Un caso especial de influencia de la microbiota
sobre la biologia reproductiva del mosquito hospedero, son
las bacterias del género Wolbachia. Estas bacterias se encuen-
tran presentes en cerca del 60% de las especies de artropodos
terrestres (Weinert et al. 2015). Wolbachia causa en sus hospe-
deros diferentes fenotipos reproductivos que permiten su pro-
pagacion a través de transmision vertical por linea materna,
especificamente, feminizacion, partenogénesis, asesinato de
machos y el unico descrito hasta ahora en mosquitos: incom-
patibilidad citoplasmatica (IC), donde hembras sin infeccion
no pueden tener descendencia viable cuando se aparean con
machos infectados (Werren et al. 2008). En Ae. albopictus,
Wolbachia se encuentra de forma natural e induce IC (Kam-
bhampati et al. 1993). Recientemente, infecciones naturales
por Wolbachia en poblaciones de Anopheles han sido identi-
ficadas (Ross y Hoffmann 2021), pero las implicaciones en la
fertilidad requieren mas investigacion.

Los mosquitos de 4e. aegypti no se encuentran infectados
naturalmente con Wolbachia, asi que se ha propuesto la infec-
cion artificial como estrategia de control, ya que la infeccion
no solo acorta la supervivencia de los adultos (McMeniman
et al. 2009) sino que también disminuye la replicacion de los
virus del dengue, Zika, y chikungunya en su hospedero (Bian
et al. 2010; Aliota ef al. 2016a, b). Para que esta estrategia
sea exitosa, los mosquitos de laboratorio infectados con Wol-
bachia liberados en el campo deben diseminar la infeccion
a la poblacion silvestre a través del proceso reproductivo.
Estudios en semicampo donde se evalud la competitividad de
los machos infectados y no infectados por la bacteria (eva-
luada a través de la capacidad de inducir IC), no encontraron
diferencias entre los dos grupos (Segoli et al. 2014), resulta-
do similar se ha observado en Ae. polynesiensis, especie que
también ha sido infectada artificialmente como estrategia de
control (Chambers et al. 2011). Sin embargo, en poblaciones
de laboratorio de Ae. aegypti también se ha observado retra-
so en la ovogénesis y disminucion en la fecundidad y fertili-
dad, como resultado de un efecto sinérgico entre la infeccion
con Wolbachia y la desecacion de huevos almacenados (Lau
et al. 2021). Incluso, en la infeccion con la cepa WAIbB de
Wolbachia, se ha observado que las hembras que provienen de
huevos almacenados por més de 11 semanas a temperaturas
entre 22-30°C se vuelven infértiles (Lau et al. 2021).
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Observaciones finales

La reproduccién es un proceso esencial para el mantenimien-
to y expansion de las poblaciones de mosquitos, en el que se
requiere completar numerosos pasos antes de que una hem-
bra pueda poner un huevo fertilizado que se convertird en un
adulto sexualmente maduro y el proceso pueda comenzar de
nuevo. En los mosquitos vectores, las hembras son responsa-
bles de la transmision de enfermedades; las hembras infecta-
das transmiten patogenos cuando se alimentan de sangre de
un huésped humano. En este proceso, la reproduccion tam-
bién juega un papel importante ya que el apareamiento provo-
ca cambios en las hembras que pueden hacerlas mas habiles
para transmitir patégenos, como el aumento de su esperanza
de vida (Villarreal et al. 2018) y/o la alteracion de su sistema
inmunologico (Schwenke et al. 2016; Reynolds et al. 2020).
Los cambios fisiologicos posteriores al apareamiento obser-
vados en los vectores Aedes y Anopheles, son comunes en
muchos taxones de insectos (Avila et al. 2011; Baldini et al.
2012; Hopkins et al. 2018), lo que demuestra la importancia
de la respuesta postcopulatoria para una produccion de pro-
genie exitosa.

Comprender los comportamientos y la fisiologia antes y
después del apareamiento y como machos y hembras coordi-
nan sus comportamientos y moléculas para lograr una fertili-
dad dptima, es un area de investigacion que tiene el potencial
de identificar blancos que puedan explotarse para monitoreo
o control de las poblaciones de insectos vectores. Estos ha-
llazgos son de particular interés para paises como Colombia,
donde las enfermedades transmitidas por Aedes, Anopheles
y otros insectos vectores son un problema importante de
salud publica.
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