UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

22N

NACIONAL AUTONOMA 5
“\\\‘lﬁ\\%\m L)
o &
5 AT Nzl
n o

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS

INSTITUTO DE ECOLOGIA

LA EVOLUCION DE SIGNA EN LEPIDOPTERA, SU QORRELACIO N
CON LAS CUBIERTAS DE LOS ESPERMATOFOROS
Y SUS PATRONES FILOGENETICOS

T E S 1 S
QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE

MAESTRO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA AMBIENTAL)

PRESENTA
BIOL. VICTOR MANUEL SANCHEZ MARTINEZ

DIRECTOR DE TESIS: DR. CARLOS RAFAEL CORDERO MACEDO

NOVIEMBRE DEL 2006

MEXICO, D.F.




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Agradecimientos

Agradezco a CONACYT y DGEP por la beca otorgada parrealizaciéon de mis estudios de
maestria, a PAPIIT IN208806-2 (UNAM) por el finaaciiento, y la Universidad Nacional
Auténoma de México por todo lo que me ha dado darmuos estos afios de estudios.

En especial quiero dar las gracias a mi asesorrelCBrlos Cordero por todas sus ensefianzas,
tiempo, consejos, paciencia, amistad y sobre tamoapeptarme como su alumno durante todos
estos afnos.

A mi comité tutoral la Dra. Marcela Osorio y el Mn C. Enrique Gonzalez por el apoyo y
comentarios en la realizacion de este trabajo.

A mi jurado, el Dr. Alejandro Cérdoba y el Dr. Ralleva, por su revisibn y comentarios que
permitieron mejorar este trabajo.



Agradecimientos personales

A la Dra. Blanca Hernandez por su ayuda y conssmjos analisis filogenético de este trabajo.
Al Dr. Luis Mendoza, por su ayuda en las colectas.

Al Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta d&JNAM/Universidad Autonoma de Tlaxcala y
en especial a la Dra. Leticia Nicolas por su appgmabilidad al permitirme usar el criostato.

A mis padres Victor Sanchez y Guadalupe Martinez sjampre me han apoyado en todas mis
decisiones, por sus consejos y cuidados. A elbdédelico en especial este trabajo, gracias por todo
lo que me han dado.

A mi hermana Pilar Sanchez, que quiero y admircspatedicacion y entrega en todo lo que hace.
A mis perros Rocky y Menelao, por su carifio incoimhal en todo momento.

A mis mejores amigos que siempre han estado cuasdme necesitado: Inti, Carlos, Luis (Rudo),
Joseph y Sinue, gracias por su amistad la cuat@geedure para siempre.

A Alma Mendoza, por su amistad y consejos en moosedificiles. Te lo agradezco muchisimo,
siempre seras mi amiga.

A todos mis compafieros del Laboratorio de Ecolatgala Conducta de Artrépodos, por su
amistad, consejos y apoyo, gracias a ellos la maeatmbién fue divertida.

Celia Oliver, Haydeé Peralta, Ivette Galicia, lsadéndrade, Jorge Canales, Lizeth Abundis,
Miguel Moreno, Nubia Caballero y Vivian Méndez.

A Yamel Nacif, gracias por tu carifio y comprensiurante estos dos afios, se que solo es el
principio de una vida juntos.



INDICE

RESUMEN ... e e e e e e e e e 1
INTRODUGCCION. .. ..ttt et et e et ettt et e e e e e et e e e ee e e e e en e 3
o (=T 1o o [0 1 8
MATERIALES Y METODOS.......ciiitieeiit e e e e eee e eee e eeeeeeeae el
ODbjetivol: PrediCCiON 1Y 2. ... i e e it e e e e s e e e ne e eneeee 2aD
Especies de eStUdIO.......o.uve it 9..
SitiosS de COleCta. ......v e 9
Técnica de corte y medicion de los espermatéfaros..........................10
Objetivo 2: PrediCCION 3........coouiieeeeie it eie e e e iei e e e e e e eae el ]
Obtencion de datos sobre Bgna..........cc.ovvviiiiie i e 11
Construccion del superarbol............ccocoeiiiiiiiiii el 12
Mapeo de las caracteristicas ded@Ba.............ccoveveiieiie et iiienans 14
RS | 1 10 1 18
1. LossignaenHeliconiusy EUBIdES. .........oovi i 18
2. Predicciones acerca del grosor de las cubiertéssdespermatoforos................ 21
Prediccion 1: Dentro del géndt®liconius las cubiertas de los
espermatoéforos de las especies poliandricas sgfiargruesas
gue las de las especies monandricas.............cocovveeviiiiiienee v . 21
Prediccién 2: Dentro del géndtaeides se espera que (2a)
las cubiertas de los espermatéforos de las espemnandricas
sean mas gruesas que las de las poliandricasnabe (2b)
en las especies poliandricas $igpa sean mas grandes y/o
mas “punzo-cortantes” (es decir, puntiagudo$addis, aserrados, etc.)
gue los de las especies MONANAIICaS..........coveveiieieieiee e vmmmenes 22
3. Prediccion 3: Losigna presentaran el patron de evolucion divergente
tipico de las caracteristicas sujetas a coevaluggual...................oceveeeeenn... 23
DISCUSION ... .. iit ittt ettt et e et s e e e e s e e et s eeeee s e enaae s eeesennenee. 30

LITERATURA CITADA . .. e



Resliimen

La poliandria es muy comun en los lepiddpteros gdeutener beneficios para las hembras, ya que
de los eyaculados pueden obtener nutrientes, simtamue estimulan la ovogénesis y la
oviposicién, asi como sustancias defensivas. Rorlatlo, en los lepidopteros existe una relacion
inversa entre la duracion del periodo post-copulagee las hembras no son sexualmente
receptivas y la cantidad de espermatoforo remaremtecorpus bursae (estructura femenina en
forma de saco en la cual el espermatoforo es degosdurante la copula). Como las hembras
pueden utilizar todas las sustancias del eyacukattes de haber agotado el esperma de
apareamientos previos, la seleccidén podria favoradaptaciones masculinas que disminuyan las
tasas de digestidon de los espermatoforos, tales tiproduccidon de cubiertas de espermatéforos
gruesas Yy duras, incrementando el periodo refiac(periodo de no receptividad sexual de las
hembras) mas all4d del 6ptimo de las hembras. A ez, estas adaptaciones masculinas
favorecerian adaptaciones femeninas que permitanmés rapida apertura y digestion de los
espermatdéforos, tales como lagha (estructuras esclerotizadas en forma de bandaspioas
localizadas dentro dedorpus bursae), que sirven para romper los espermatoforos y epién
presentes en muchos grupos de Lepidoptera. Estequrale adaptacion y contra-adaptacion entre
los sexos podria repetirse multiples veces dan@@mrm una coevolucion entre ldgna y las
caracteristicas de la cubierta de los espermagfdos géneros interesantes para evaluar esta
hipétesis someliconius y Eueides (Nymphaplidae), ya que ambos presentan espeaiggatmones

de apareamiento contrastantes (monandricos y plié@s), pero difieren en que en todas las
especies dé&ueides existensigna, mientras que emleliconius las especies poliandricas tienen
signa y las monandricas no. En este trabajo se evalumesnpredicciones desprendidas de la
hipétesis general de coevolucion sexual Pradiccion 1es que dentro del généreliconius las
cubiertas de los espermatéforos de las especign@ntas seran gruesas que las de las especies
monandricas. Utilizando cortes histolégicos de kspermatéforos de varias especies de
Heliconius se pudo corroborar que las especies poliandiieas tubiertas mas gruesas que las de
especies monandricas. [Rrediccion 2 se aplica aEueides y tiene dos versiones: (a) en las
especies monandricas las cubiertas de los espdome&eradn mas gruesas que las de las especies
polidndricas, o (b) en las especies polidndricasitina serdn mas grandes y/o mas “filosos” (es
decir, puntiagudos, afilados, aserrados, etc.)lgsi@le las especies monandricas. Los resultados
apoyan la prediccion (a), ya que las cubiertassperenatoforos son mas gruesas en las especies
monandricas que en las poliandricas, lo cual purdepretarse en el sentido de que los machos
estan ganando la carrera coevolutiva a las henfitmzéndolas a ser monandricas. R@ediccion

3 es que lossigna presentardn el patrén de evolucion divergentedipie caracteristicas que
evolucionan como resultado de la coevolucién sexflatmapear” cuatro caracteristicas de los
signa (presencia/ausencia, forma, nimero y posiciérogaidna) en un “superarbol” filogenético

se encontro evidencia de que kgna evolucionan de manera divergente. En conclusids, |
resultados de este trabajo apoyan la hipotesisieléogsigna han evolucionado como resultado de
la coevolucién sexual.



Abstract

Polyandry is common in the Lepidoptera and it camehbenefits for females because they can
obtain male resource donations transferred in jgeukate, like nutrients and defensive substances.
On the other hand, in many Lepidoptera there iga@rse relationship between the length of the
female’s refractory period and the amount of spéoptzore remaining in her corpus bursae (a sac-
like structure in which a spermatophore is depdsdaring copulation). Since females may be
selected to remate before exhausting the sperimeaf previous mate, selection should favor male
adaptations, such as the production of thick/haetraatophore envelopes, which decreases the
rate of spermatophore digestion and increase tiactery period i(e., the post-mating period
during which females are not sexually receptiveyonel the females’ optimum. This male
adaptation, in turn, should select for female aakiqns, such as theigna (i.e.,, sclerotized
structures in form of bands or spines located anitmer wall of the female's corpus bursae)
present in several groups of Lepidoptera, that pgeammore rapid tearing and digestion of
spermatophores. This process of ongoing adaptatiwh counteradaptation between the sexes
could result in a process of antagonistic coevotubetweersigna and spermatophores envelopes.
Two interesting genera to evaluate this hypothastsHeliconius and Eueides (Nymphaplidae)
because in the two genera there are species wittrasting mating systems (monandrous and
polyandrous), and iReliconius there are species with and with@igna, whereas irEueides all
species havagna.

We tested three predictions of this “sexual coewoh hypothesis”. First, since within
Heliconius monandrous species lasigna and polyandrous species have them, it was expected
that the spermatophore envelopes of polyandrousiespavere thicker/harder than those of the
monandrous species. Using histological sectiortketpermatophores we found that, as expected,
polyandrous species has thicker envelopes thanmiooas species. Second, sinc&ugides both
monandrous and polyandrous species hagea, we expected one of two things: (a) in
monandrous species the spermatophore envelopesbeavihicker than those of polyandrous
species, or (b) in polyandrous species stgna will be bigger and/or sharper (that is to say,
pointed, sharp, serrated, etc.) than in monandepgexies. We found evidence in support of
prediction (a). For this reason we suggest thaemafte one step ahead in the coevolutionary race
and induce females to be monandous. Thiigha will present the pattern of divergent evolution
typical of characteristics evolved by sexual coatioh. Using a phylogenetic hypothesis, four
characteristics ofigna (presence/absence, form, number and positiagof) were mapped and
evidence supporting divergent evolution was foundconclusion, we found evidence supporting
three predictions of hypothesis tisegna have evolved by sexual coevolution.



INTRODUCCION

La coevolucion se define como la evolucion reciproca entre dos participantes los cuales
pueden ser miembros de especies distintas (por ejemplo, depredadores y presas o
mutualistas), en cuyo caso hablamos de coevolucion interespecifica, o0 miembros de una
misma especie (por ejemplo, hembras y machos, padres e hijos o machos compitiendo por
el acceso a parejas), denominado coevolucion intraespecifica. Los participantes se pueden
ver o no beneficiados con esta interaccidon (interacciones mutualistas o antagonistas).
Actualmente los estudios sobre la coevolucion abarcan una gran variedad de temas que van
por ejemplo, desde los enfocados a los polinizadores y plantas, depredadores y presas
(incluida la evolucion del mimetismo), los pardsitos y sus hospederos hasta las diferencias
(y concordancias) de intereses de hembras y machos durante las diferentes fases del
proceso reproductivo, por tan solo mencionar algunas. La gran variedad de temas que
abarca el proceso coevolutivo permite entender como se establecen las interacciones
biologicas entre las especies que posteriormente daran lugar a procesos de especiacion y de
organizacion de la biodiversidad del planeta (Thompson, 1999, 2003). Actualmente el tema
de la coevolucion ha tenido un gran auge sobre todo en el campo de estudio de la seleccion
sexual, donde se ha visto que muchas caracteristicas de los machos y las hembras, en
especial caracteristicas propias de la reproduccion en los animales podrian ser el producto
de la coevolucion sexual (Rice, 2000; Arnqvist y Rowe, 2002; Cordero y Eberhard, 2003,
2005; Chapman, et al. 2003; Hosken y Stockley 2004; Arnqvist y Rowe 2005; Cdérdoba,
2005; Eberhard, 2006). Esta dindmica coevolutiva entre machos y hembras podria ser el
caso del trabajo que se describe a continuacion.

En muchos lepiddpteros polidndricos (y posiblemente en al menos una especie
mondndrica; ver caso de Callophrys xami en Caballero [2004] y Abundis [2006]) existe una
relacion positiva entre la duracion del periodo postcopulatorio en que las hembras no estan
sexualmente receptivas (= periodo refractario) y el grado de distension del corpus bursae
(estructura femenina en forma de bolsa en donde los machos depositan un eyaculado
constituido por un espermatoforo y otras sustancias adicionales durante la copula). El grado
de distension del corpus bursae esta determinado por la cantidad de eyaculado que contiene

(Figura 1) (Sugawara, 1979; He y Tsubaki, 1991; Karlsson, 1995, 1996; Torres-Vila et al.



1997; Wedell y Cook 1999; Wedell, 2001, 2005). Debido a que un incremento en la
duracion del periodo refractario disminuye la intensidad de la competencia espermatica
(Arngvist y Nilsson, 2000; Wedell, 2001; Cordero, 2005), se espera que la seleccion sexual
favorezca a los machos que prolongan dicho periodo mas alla de la duracion 6ptima desde
el punto de vista de las hembras (Drummond, 1984; Cordero, 2005); (la competencia
espermatica en un sentido estricto se puede definir como la competencia entre
espermatoforos de diferentes machos por la fertilizacion de los 6vulos de una hembra,
Parker, 1970). Una de las adaptaciones que permitirian a los machos incrementar el periodo
refractario es la evolucion de espermatéforos dificiles de digerir (por ejemplo,
espermatoforos con cubiertas gruesas y duras) y que consecuentemente disminuyan la tasa
a la que las hembras pueden digerir éstos y mantenga el corpus bursae distendido una

mayor cantidad de tiempo (Cordero, 2005).

Receptividad sexual de la hembra

Volumen del eyaculado remanente en el
corpus bursae

Figura 1. Relacion inversa entre el volumen del eyaculado remanente en el corpus bursae y la
receptividad sexual en las hembras de Lepidoptera. A mayor volumen de eyaculado dentro del
corpus bursae menos receptivas son las hembras v a menor volumen mas receptivas.



En respuesta a la evolucion de estas adaptaciones masculinas, se espera que la
seleccion favorezca en las hembras la evolucion de contra-adaptaciones que les permita
reestablecer tasas Optimas de digestion del espermatéforo y de recuperacion de la
receptividad sexual para asi volverse a aparear con otros machos y obtener alguna de las
multiples ventajas de la poliandria como la obtencion de nutrientes, sustancias que
estimulen la ovogénesis y la oviposicion o sustancias defensivas a través del eyaculado
(Vahed, 1998; Arnqvist y Nilsson, 2000; Wedell, Wiklund y Cook, 2002; Cordero, 2005).
Un posible ejemplo de estas contra-adaptaciones femeninas son los signa (Cordero, 2005);
estructuras con forma de diente, espina, peine, sierra o gancho, fuertemente esclerotizadas,
que se encuentran en la pared interior del corpus bursae de las hembras de varios grupos
lepidopteros (Hinton, 1964; Scoble, 1992; Powell, 2003; Sanchez, 2004) y que ayudan a
abrir los espermatoforos rasgandolos o perforandolos (Hinton, 1964; Rogers y Welles,
1984; Cheong, Lee y Park, 1990; Tschudi-Rein y Benz, 1990; Caballero, 2004; Galicia,
2006). Hinton (1964) menciona que cuando un signum (singular de signa) esta presente casi
siempre hay musculos insertados en su base (lo cual ha sido comprobado en estudios
posteriores: Ferro y Akre, 1975; Drummond, 1984; Rogers y Welles, 1984; Tschudi-Rein y
Benz, 1990), por lo que la apertura de los espermatdforos por los signa puede ser mediada a
través de contracciones musculares del abdomen de las hembras que dan lugar a
perforaciones o rasgaduras en las cubiertas de los espermatoforos facilitando asi su
digestion.

Este proceso de adaptacion y contra-adaptacion entre los sexos podria repetirse
multiples veces dando origen a una coevolucion antagonista (Holland y Rice, 1998) entre
los signa y muchas de las caracteristicas de la cubierta de los espermatdforos, como podrian
ser el grosor de la cubierta o el contenido de quitina y signa mas eficientes (Cordero, 2005).
Ademas, se espera que las diferencias de intereses que existen entre machos y hembras se
intensifiquen a medida que aumenta el grado de poliandria (Cunningham y Birkhead, 1998;
Rice, 2000). Cordero (2005) también considera la posibilidad de que la coevolucion sexual
entre los signa y las cubiertas de los espermatdforos sea resultado de la eleccion femenina y

no de una coevolucion antagonista, y discute la gran dificultad para evaluar la importancia



relativa de ambos tipos de seleccion en el proceso de coevolucion sexual (para una
discusion mas amplia de este ultimo punto ver también Cordero y Eberhard, 2003).

La hipotesis general de que la evolucion de los signa y las cubiertas de los
espermatoforos son resultado de la coevolucion sexual (Cordero 2005), que se pretende
evaluar en este trabajo, predice una secuencia de aparicion y asociacion entre la poliandria,
la presencia de signa y las cubiertas de espermatoforos gruesas y dificiles de romper
(Sanchez, 2004; Cordero, 2005; Figura 2). La primera parte de esta hipdtesis (asociacion
entre la poliandria y la presencia de signa y la monandria y su ausencia) ya fue evaluada;
los datos de una muestra de 20 géneros muestran una tendencia de que los géneros
monandricos carezcan de signa mientras que los géneros poliandricos los presenten
(Sanchez, 2004), ademas esta tendencia también fue encontrada en un analisis de evolucién
correlacionada que utiliz6 una hipotesis filogenética para probarlo en una muestra de 37
géneros (Sanchez, Hernandez y Cordero, en preparacion). Desafortunadamente, la amplia
revision de la literatura realizada por Sanchez (2004) mostré que, a pesar de que se
encontro informacion sobre la presencia/ausencia y caracteristicas de los signa para mas de
1,000 especies de mariposas e informacion sobre el patrén de apareamiento de 81 especies,
la informacion encontrada sobre de las cubiertas de los espermatoforos fue sumamente
escasa. Esta hipotesis de forma mas general también predice una divergencia evolutiva en
los signa, como es tipico de las caracteristicas sujetas a coevolucion sexual, (Eberhard,
1996; 2006; Holland y Rice, 1998; Chapman et al., 2003; Hosken y Stockley, 2004;
Sanchez, 2004; Cordero, 2005).

La divergencia en caracteristicas de las hembras y los machos que estan bajo una
dinamica coevolutiva es probable cuando machos y hembras no llegan a una solucién
estable a los problemas que se imponen unos a otros (Eberhard, 2006). Las posibilidades de
encontrar una solucion estable al conflicto sexual disminuyen a medida que se incrementa
el nivel de poliandria, ya que la poliandria es directamente proporcional a la magnitud de
las diferencias de intereses reproductivos de hembras y machos (Hosken y Stockley, 2004).
En el caso de los signa tenemos que estas estructuras podrian estar evolucionando
divergentemente en distintas poblaciones/especies si los machos de distintas
poblaciones/especies colocan mayor o menor cantidad de quitina en distintos lugares de la

cubierta del espermatdforo, esto haria que no existiera una forma o tamafio ideal para



romper o perforar la cubierta de todos los espermatoforos. La divergencia de los signa
también podria deberse a que las presiones de seleccion responsables de la coevolucion
sexual de dichas estructuras podrian variar en magnitud y naturaleza en distintas
poblaciones/especies debido a que, por ejemplo, diferencias en la densidad poblacional que
pueden afectar la intensidad de la competencia espermatica, o a diferencias en la forma y el
tamafo del corpus bursae en distintas poblaciones/especies, las cuales podrian producir
distintos resultados para la coevolucion sexual (Eberhard, 1985, 2006).

Para evaluar la divergencia de los signa predicha por la hipdtesis de la coevolucion
sexual se necesita hacer un analisis comparativo basado una hipdtesis filogenética (Emlen,
et al., 2005). Desafortunadamente, no se cuenta con filogenias completas para los
Lepidoptera. Una solucion para este problema es la construccion de un superarbol a partir
de las filogenias existentes de grupos particulares (Bininda-Emonds, 2004; Eulenstein et al.
2004). En este trabajo se pondré a prueba la prediccion de que los signa han evolucionado

divergentemente mediante un andlisis de este tipo.



Evolucion de la poliandria
en Lepnidontera

Competencia espermatica

Sincronizacion de la receptividad sexual femenina
con el volumen de eyaculado. (Relacion
inversamente nranorcional)

Envoltura de espermatoforos dificil de
romper (manipulacion masculina de la
recentividad sexnal)

Coevolucion sexual
Ciclo de adaptaciones
v contra-adantaciones

Signa (Contra-adaptacion femenina a
la manipulacion masculina)

Figura 2. Hipotesis general de la coevolucion sexual entre los signa y las cubiertas de los
espermatoforos (Cordero, 2005). Se pueden ver los pasos previos que se necesitan para que la
coevolucion entre las caracteristicas de los signa y las caracteristicas de cubiertas de los
espermatoforos se pueda dar.

Los géneros Heliconius y Eueides son particularmente interesantes para evaluar la
hipotesis antes mencionada, ya que cada uno de estos géneros incluye especies
mondandricas y polidndricas; ademds de que en Heliconius hay especies con signa y
especies que carecen de €l (Sanchez, 2004), mientras que en Eueides todas las especies
presentan signa. Por otra parte, en el caso de Heliconius el sistema de apareamiento
mondndrico esta asociado con la ausencia de los signa y el polidndrico con la presencia de
los mismos como se espera de acuerdo con la hipdtesis de coevolucion sexual (Sanchez,

2004; Sanchez, Hernandez y Cordero, en preparacion). En este trabajo se han evaluado las



siguientes predicciones especificas derivadas de la hipotesis de la coevolucion sexual de los

signa planteada anteriormente utilizando varias especies de Heliconius y Eueides:

Prediccion 1. Dado que dentro del género Heliconius las especies mondndricas, con una
sola excepcion, carecen de signa y las especies poliandricas los presentan (Sanchez 2004),
se espera que las cubiertas de los espermatoforos de las especies poliandricas sean gruesas,
en comparacion con las de las especies monandricas donde se espera que los

espermatoforos tengan cubiertas delgadas.

Prediccion 2. Dado que en el género Eueides tanto las especies monandricas como las
poliandricas presentan signa, se espera una de dos alternativas:

2a. En las especies mondndricas las cubiertas de los espermatéforos serdn mas gruesas que
las de las especies polidndricas (esta prediccion supone que en las especies monandricas los
machos van “un paso adelante” de las hembras en la carrera coevolutiva, ya que la
monandria es el resultado de signa menos efectivos).

2b. En las especies poliandricas los signa seran mas grandes y/o mas “punzo-cortantes” (es
decir, puntiagudos, afilados, aserrados, etc.) que los de las especies monandricas (esta
prediccion supone que en las hembras de especies polidndricas van “un paso adelante” que
los machos en la carrera coevolutiva, donde la poliandria es el resultado de signa mas

efectivos).

Prediccion 3. Los signa de los lepidopteros presentaran el patron de divergencia tipico de
las caracteristicas sujetas a coevolucién sexual (Eberhard, 1996; 2006; Holland y Rice,

1998; Chapman et al., 2003; Hosken y Stockley, 2004; Sanchez, 2004; Cordero, 2005).



OBJETIVOS

)

2)

Poner a prueba las predicciones 1 y 2 mediante la comparacion de las
caracteristicas de las cubiertas de los espermatoforos y de los signa en especies
monandricas y polidndricas, con y sin signa respectivamente de los géneros
Heliconius y Eueides.

Poner a prueba la prediccion 3 mapeando en una filogenia general de Lepidoptera
las siguientes caracteristicas de los signa: presencia/ausencia, forma, nimero y
posicion relativa dentro del corpus bursae y asi determinar si hay evolucion

divergente sobre los signa.



MATERIAL Y METODOS
Objetivo 1: Prediccion 1y 2

Especies de estudio

Heliconius charitonia, H. erato, H. hortense y H. ismenius (Lepidoptera: Nymphalidae) habitan en
gran parte del territorio mexicano asi como Centro y Sudamérica y en el caso de H. charitonia hasta
el sur de los Estados Unidos; estas especies se distribuyen desde el nivel del mar hasta los 2000
metros de altura, encontrandose frecuentemente en los margenes de los bosques y areas con
vegetacion secundaria (DeVries, 1987; Luis-Martinez, et al., 2003). Las plantas hospederas de las
larvas incluyen una amplia variedad de especies de la familia Passifloraceae (Gilbert, 1991). Como
es tipico de todas las especies de Heliconius con apareamiento pupal, H. charitonia, H. erato y H.
hortense son mondndricas (Gilbert, 1991, Mendoza, 2005), a diferencia de H. ismenius que es
poliadndrica y no tiene apareamiento pupal.

Eueides aliphera, E. isabella y E. lybia, (Lepidoptera: Nymphalidae) son similares a
Heliconius pero de menor tamafio, con un cuerpo y antenas mas pequefias. Este género se encuentra
distribuido desde México hasta Sudamérica (DeVries, 1987). Las especies estudiadas van desde el
nivel del mar hasta los 1500 metros de altura, encontrandose frecuentemente en los méargenes de los
bosques y areas de vegetacion secundaria (DeVries, 1987; Luis-Martinez et al., 2003). Las plantas
hospederas de las larvas incluyen una amplia variedad de especies de Passifloraceae y Turneraceae
(DeVries, 1987). Las larvas son similares a las de Heliconius, solo que las de Eueides son mas

coloridas y se alimentan solo de hojas maduras. En este género no se presenta el apareamiento pupal.

Sitios de colecta

Los sitios de colecta para H. charitonia, H. erato, H. hortense y H. ismenius, incluyeron los estados
de San Luis Potosi y Veracruz. Los lugares de colecta son los siguientes: Parque Francisco Javier
Clavijero, Xalapa, Veracruz (19°31'25" N, 96°28'41" W; Julio-Diciembre 2005); Jardin Botanico del
Instituto de Ecologia A.C., Xalapa, Veracruz (19°30' N, 96°57' W; Julio-Diciembre 2005); Teocelo,
Veracruz (19°22'4" N, 96°55'58" W; Julio-Diciembre 2005); Palmira Viejo, San Luis Potosi
(21°41'25.60"N, 99°021.48"W; Febrero 2006). Las colectas de E. aliphera, E. isabella y E. lybia se
realizaron en el estado de Veracruz. Los sitios de colecta especificos fueron: Parque Francisco Javier
Clavijero, Xalapa, Veracruz (19°31'25" N, 96°28'41" W; Julio-Diciembre 2005); Jardin Botanico del
Instituto de Ecologia A.C., Xalapa, Veracruz (19°30' N, 96°57' W; Julio-Diciembre 2005); Teocelo,
Veracruz (19°22'4" N, 96°55'58" W; Julio-Diciembre 2005).



Técnica de corte y medicion de los espermatoforos

Se midio el grosor de las cubiertas de los espermatoforos en diferentes areas del espermatdforo
desde el colum hasta el extremo opuesto (ver Figura 3), en una muestra de hembras de tres especies
monandricas y una especie poliandrica del género Heliconius. Los abdoémenes de las hembras recién
colectadas fueron separados del resto del cuerpo con unas tijeras. Posteriormente, los abdomenes se
colocaron en tubos eppendorf con alcohol al 70% para su preservacion durante el transporte al
laboratorio. Las alas de las mariposas se conservaron en bolsas de papel glassine para su
determinacion en el laboratorio de las especies colectadas. En las bolsas se colocaron los datos de la
localidad de colecta, el nombre de la especie y la hora de colecta. En el laboratorio los abdémenes
fueron retirados del alcohol, guardados nuevamente en tubos eppendorf debidamente etiquetados y
colocados en un congelador (Revco) a -20°C hasta su diseccion y extraccion del corpus bursae para
la busqueda de espermatdforos bajo el microscopio estereoscdpico marca Olympus® modelo
SZH10. Durante la diseccion también se permitid corroborar el patron de apareamiento de las
hembras mediante el conteo de espermatdforos y restos de espermatdforos (Drummond, 1984;

Cordero, 2000).

Marca de los signa en la

Cubierta del cubierta

espermatoforo

Masa de espermatozoides

Collum

Orificio —»F

Figura 3. Esquema de un espermatoforo de Pieris brassicae (Pieridae) (Tomado de Tschudi-
Rein y Benz, 1990).

El grosor de la cubierta de los espermatoforos fue medido solamente en los espermatoforos
que se encontraron mas conservados, es decir, que no estuvieran colapsados y con eyaculado dentro
de ellos. Como resultado aun mantenian distendido el corpus bursae de la hembra, por lo que no se
utilizaron todos los espermatoforos de todos los ejemplares colectados (ver Cuadro 2). El

procedimiento para la realizacion de los cortes fue el siguiente: el corpus bursae disectado se colocd



en un tubo eppendorf con una solucion al 30% de azlcar, hasta que la muestra habia descendido de
la columna de agua por la saturacion de los tejidos con la solucion, esto se realizd para dar a la
muestra “crioproteccion” ya que los cortes se realizaron a temperatura de - 24° C. Esto evito que los
tejidos se expandieran y rompieran durante la congelacion. Una vez que la muestra alcanzé la
saturacion y descendid (aproximadamente 24 horas después), el corpus bursae se retird de la
solucion con azucar y se transfirié a una solucion al 10% de formaldehido durante 72 horas. Lo cual
permitié que el tejido adquiriera mas rigidez evitando que al realizar los cortes éstos se desgarraran.
Los cortes se realizaron en un criostato marca Leica® modelo CM1850. La muestra se coloc6 en una
solucion de montaje (Tissue-Tek O.C.T.) a una temperatura de -24°C hasta su congelacion para
posteriormente realizar cortes secuenciales de 40u de grosor. Los cortes de cada muestra (p. €j. un
corpus bursae con su espermatdforo dentro), fueron colocados secuencialmente en portaobjetos que
habian sido previamente gelatinizados para adherencia de los cortes.

Los cortes se secaron a temperatura ambiente (24 -26°C) por un periodo de 4 dias.
Posteriormente se tifieron con azul de metileno al 1% agregando una gota del colorante a la muestra,
dejandola reposar por 1 minuto y enjuagando después la muestra con agua corriente.

Bajo un microscopio 6ptico marca Olympus® modelo BX51 se tomaron fotografias digitales
de las preparaciones con un aumento 40X del objetivo, de las cuales se midi6 el grosor de las
cubiertas de los espermatéforos con ayuda del programa Image Tool®, “cargando” en el programa
previamente a la medicion de la imagenes una referencia de escala, la cual fue un porta objetos con
una escala de un milimetro fotografiada también digitalmente bajo el mismo microscopio y objetivo
que los cortes.

Las mediciones de la cubierta de los espermatoforos se realizaron en cuatro puntos
periféricos del corte histologico (a manera de los cuatro puntos cardinales), en las preparaciones
donde no se tenian cortes completos de muestra para medir en cuatro puntos, se midieron en las

zonas mas completas.

Objetivo 2: Prediccion 3

Obtencion de datos sobre los signa

En esta prediccion se estimd el nivel de homoplasia de la presencia, numero, posicion y forma de los
signa, mediante un andlisis comparativo que tom6 en cuenta el grado de parentesco evolutivo
existente entre los distintos taxones estudiados (es decir, las relaciones filogenéticas). Para la

obtencion de datos sobre las caracteristicas de los signa se revisaron todos los volumenes de las



revistas mas importantes sobre Lepidoptera (Journal of the Lepidopterist’s Society, Journal of
Research on the Lepidoptera, Bullentin of the Allyn Museum, SHILAP Revista de Lepidopterologia,
Tropical Lepidoptera y Holartic Lepidoptera), asi como articulos de otras revistas de ambito
entomologico en general pero que no fueron revisadas en su totalidad debido a que no se tuvieron
colecciones completas disponibles o a que no se especializan en lepidopteros (p. €j., Annals of the
Entomological Society of America y Zootaxa); la fuente principal de informacion fueron articulos
donde se describen nuevos taxones y revisiones taxonomicas. Con los datos obtenidos se construyd
una base de datos sobre la presencia/ausencia, forma (ver categorias abajo), posicion relativa (ver

abajo) y numero de signa.

Construccion del superarbol

Para poder estimar el grado de homoplasia de los diferentes aspectos de los signa se construyd un
“superarbol” filogenético a partir de filogenias parciales (Baum, 1992; Ragan, 1992). Este método ya
ha sido utilizado para evaluar hipotesis evolutivas en otros grupos taxondémicos (para un resumen ver
Bininda-Emonds, 2004). Esto fue necesario ya que, mientras la informacion recopilada acerca de los
signa abarco una amplia gama de grupos taxondmicos (la base de datos contiene informacion de
1,243 especies comprendidas en 349 géneros, 40 familias y 18 superfamilias), no existen hipdtesis
filogenéticas lo suficientemente amplias y detalladas que incluyan, si no todos, al menos una buena
proporcion de los grupos de los cuales se obtuvo informacion. En la construccion del superarbol para
Lepidoptera se tratd de incluir la mayor cantidad de grupos y que estos representaran desde los
menos hasta los mas derivados, sin embargo la informacién que se tenia de los signa muy pocas
veces concordaba con la informacion filogenética, lo cual disminuy6 la muestra util para el analisis;
Por otro lado, se tratd de eliminar las criticas en la construccion de un superarbol (Bininda-Emonds,
2004), como son la utilizacién de filogenias basadas en los mismo caracteres mapeados, la
replicacion de datos al tomar distintas filogenias hechas por ejemplo de las mismas secuencias
moleculares, etc. reduciendo aun mas la cantidad de taxones analizados.

Dadas estas consideraciones, el superarbol fue construido a partir de nueve filogenias
parciales “fuente” (Geiger, 1980; Nijhout, 1991; Regier, et al. 1998; Brower, 2000; Abraham, et al.
2001; Powell, 2003; Kaila, 2004; Mitchell, Mister y Regier, 2005; Wahlberg, et al. 2005) y abarco6 la
siguiente fraccion de los taxones sobre los cuales encontramos informacion: 60 géneros, 12
subfamilias, 5 familias comprendidos en 13 superfamilias y un grupo externo (en total se analizaron

78 unidades taxondmicas operacionales [=OTUS]). Las filogenias “fuente” se localizaron mediante



la busqueda de literatura en varias bases de datos (Bione, Biosis, Blackwell Synergy, CSA Illumina,
Science direct, 1995-2005). Los criterios para decidir qué filogenias “fuente” utilizar fueron (a) que
la reconstruccion filogenética se hubiera hecho con caracteres moleculares (en los casos en que
también se utilizaron caracteres morfologicos, inicamente se consideraron las filogenias que no
incluyeran a los signa entre los caracteres utilizados para la reconstruccion, evitando con esto la
replicacion de los datos; Nunn y Barton, 2001), y (b) que las filogenias utilizadas no estuvieran
basadas en las mismas secuencias moleculares, con el fin de evitar la replicacion de los datos (Pisan
y Wilkinson 2002, Bininda-Emonds, 2004). Cada uno de las filogenias “fuente” se transform6 en un
matriz binaria de 0 y Is, y posteriormente se combinaron en una matriz general llamada también
matriz de representacion con parsimonia o MRP (Baum, 1992; Ragan, 1992). En la MRP se
represento la estructura jerarquica de los arboles, donde cada nodo de cada uno de los arboles fuente
fue representado por una matriz binaria, en donde los taxones terminales en el clado delimitado por
ese nodo se representaron con 1 y todos los otros taxones se representan con 0 y asi de forma
descendente en el arbol hasta la “raiz”. Los taxones que no estaban presentes en un arbol individual
fuente se representaron como “falta de datos” codificados en la matriz con “?” (Ragan; 1992)
(Figura 4). El arbol fue enraizado con un grupo externo codificado para todos los demas taxones
como 0 (Ragan, 1992). La MRP fue analizada por el método de parsimonia con una busqueda
heuristica con el programa PAUP® * 4.0 (Swofford, 1999). Finalmente, se calculd el arbol de

consenso estricto.

Nodos
A B C D E
1 2 3
1 Al 1 1 1
_ > T B| 1 1 1
. Matriz de 3 a | o 1 1
representacion X
K a Dl O 0 1
E| O 0 0
F| 72 ? ?

Figura 4. Método utilizado para transformar una filogenia en una matriz binaria de 0 y 1. Se
muestra la correspondencia entre un arbol y su matriz de representacion.



Actualmente existen distintos métodos para la construccion de Superarboles (Bininda-
Emonds, 2004) aunque el mas utilizado es la matriz de representacion con parsimonia (MRP). Este
método desarrollado por Baum (1992) y Ragan (1992), ha sido usado més como una alternativa para
combinar datos en el ensamblaje de Superarboles, principalmente porque el método utiliza la
topologia de los arboles fuente mas que los datos originales por lo que puede utilizar arboles
derivados de diferentes tipos de datos [p. ej. secuencias moleculares, caracteres morfologicos,
ecoldgicos, etc. (Bininda-Emonds y Bryant, 1998)], esto hace que el método de MRP se pueda
utilizar en la construccion de un superarbol para Lepidoptera ya que muchas de las filogenias estan

basadas en caracteres morfologicos y en caracteres moleculares.

Mapeo de las caracteristicas de los signa

Una vez obtenido el “superarbol” filogenético, se “mapearon” las caracteristicas de los signa en la
filogenia (presencia/ausencia, nimero, posicion y forma). Las caracteristicas fueron “mapeadas” y
analizadas con el programa MacClade® (Maddison y Maddison, 2001). Los estados posibles de cada
uno de los caracteres de los signa estudiados fueron los siguientes:

(a) Presencia/ausencia de signa. Caracter con tres posibles estados: (1) “sin signa”; (2) “con
uno o varios signa”, y (3) “puede o no presentar signa” (Figura 5).

(b) Numero de signa. Caracter con ocho posibles valores: (0); (1); (2); 0y 2); (1y2); 2y4);
(0,1, 2, 3y 4), y (muchos mas que cuatro) (Figura 6).

(c) Posicion relativa de los signa dentro del corpus bursae. Caracter con ocho posibles estados
(Figura 7): (1) “sin signa”; (2) “préoxima”—Ilos signa estan proximos al ductus bursae; (3)
“media”—los signa estan justo a la mitad del corpus bursae; (4) “distal”—los signa se
encuentran en el extremo opuesto al ductus bursae; (5) “proxima media”—los signa estan
situados tanto en la porcion cercana al ductus bursae como a la mitad del corpus bursae; (6)
“media distal”—Ilos signa se encuentran en la porcion media y en la distal del corpus bursae;
(7) “Todo el largo”™—Ilos signa estan a lo largo de todo el corpus bursae, y (8) “todas las
anteriores—Ilos signa pueden ubicarse en cualquiera de las posiciones anteriores.

(d) Forma del signum. Caracter con siete posibles estados de acuerdo a su aspecto: (1) “sin
signa”; (2) “espina”; (3) “pua”; (4) “mancha”; (5) “placa”; (6) “escudo”, y (7) “todas las
anteriores”. La descripcion de cada estado se presenta en el Cuadro 1 y se ejemplifica en la

Figura 8.



Las categorias utilizadas de forma del signum no sesgan los datos a favor de la prediccion al
agrupar las formas en mds de las que se podrian pensar, sino todo lo contrario: Estas categorias
agrupan una amplia variedad de formas que podrian subdividirse en grupos mas especificos, sin
embargo y por motivos practicos se decidid tan solo contemplar siete categorias de forma, mucho
mas generales. Esto facilitd el manejo de la informacion. Cada una de las categorias empleadas en
este estudio se ven ejemplificadas en la Figura 8 y descritas en el Cuadro 1, donde también se puede
apreciar la amplia variedad de formas dentro de cada una de las categorias, confirmando la falta de

sesgo en las categorias empleadas.

Cuadro 1. Descripcion detallada de cada uno de los siete estados del caracter “Forma de los signa”

utilizados en la evaluacion de la prediccion de que los signa evolucionan de manera divergente en los

Lepidoptera.
Categoria Descripcion

Espinas Pequenas espinas que cubren del 10% al 100% de la pared interior del corpus bursae.
Las espinas no sobresalen ni se proyectan hacia el espacio interior del corpus bursae.

Cuernos Estructuras largas con forma de cuernos o espinas, que pueden tener una o mas puntas,
estas puntas pueden ser redondeadas o afiladas, ademas que se proyectan al interior del
corpus bursae.

Manchas Parecidas a pequefias manchas esclerotizadas con o sin espinas diminutas, en ocasiones
los autores las definen como manchas esclerotizadas.

Laminas La base es una lamina esclerotizada que puede variar de forma (circulos, rectangulos,
estrellas, etc.). Los autores las definen como placas o laminas de espinas pequeias. Las
espinas no se proyectan hacia el interior del corpus bursae.

Placas La base es una lamina o placa fuertemente esclerotizada que cubre mas de la mitad del
corpus bursae y que tiene varias espinas o cuernos de distintos tamafios que se
proyectan al interior del corpus bursae (mas de la mitad).




Figura 6. Ejemplos de especies con diferente numero de signa. (a) Coleophora
microaldella con un signum (Tomado de Baldizzone, 1997) y (b) Stenoptilia pallistriga con
dos signa (Tomado de Gielis, 1995).

Region pr(’)xima{

Region media > Todo el
largo

Region distal {

J
Figura 7. Esquema del corpus bursae de una hembra de Argyrotaenia coconinana (Tomado de Brown y
Cramer, 1999) donde se ilustran las “regiones” en donde se pueden ubicar los signa y que definen los siete
posibles estados del caracter “Posicion relativa de los signa” (el octavo estado corresponde a la situacion en
que no existen signa). Notese que algunos estados del cardcter consideran que un mismo signum podria
abarcar mas de una region o que pudiera haber dos o mas signa y que cada uno de ellos pudiera estar
localizado en diferentes regiones.




14 15

Figura 8. Formas del signum consideradas para la clasificacion: a) Espinas, 1. Coleophora sahariana
(Tomado de Li y Zheng, 1996), 2. Eliachna chileana (Tomado de Brown y McPherson, 2001) 3.
Dichomeris cuspis (Tomado de Li y Zheng, 1996); b) Cuernos, 4. Accintapubes albifasciata (Tomado
de:Solis y Styler, 2003), 5. Coleophora microalbella (Tomado de Baldizzone, 1997) 6. Postplatyptilia
triangulocosta (Tomado de Gielis, 1996) ¢) Manchas, 7. Eucosmomorpha albersana (Tomado de Miller,
2001), 8. E. neartic (Tomado de Miller, 2001) 9. Howarthia cheni (Tomado de Hsu, et al. 2004) d)
Laminas, 10. Eueides aliphera, 11. Euiedes lybia, 12. Calisto micrommta (Tomado de Jonson y Quinter,
1986) y e) Placas, 13. Zamagiria dixolophella (Tomado de Iruegas, et al. 2002), 14. Passadenoides
montanus (Tomado de Ferris, 2004) 15. Tegeticula antitética (Tomado de Pellmyr y Segraves, 2003) Aqui
se puede apreciar la diversidad de formas existentes aun dentro de cada una de las categorias.



Con el arbol de consenso se “mapearon” individualmente cada una de las caracteristicas de
los signa antes mencionadas y se calculd el indice de homoplasia. Este indice representa el cambio
evolutivo paralelo que hace que dos organismos presenten un mismo caracter, siendo que cada uno
de ellos lo ha adquirido independientemente. El indice indica en que medida la similitud no es
debida al parentesco y sus valores van de 0—1 donde valores de 0.5-1 indican que las caracteristicas
no son producto de un ancestro comun, sino debidas a reversiones, paralelismos y convergencias
evolutivas. Los valores por debajo de 0.5-0 indican que la caracteristica es debida a un ancestro

comun.
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RESULTADOS

Se recolectd un total de 84 hembras, las cuales se distribuyeron en tres especies monandricas (.
charitonia, H. erato y H. hortense) y una poliandrica (H. ismenius) de Heliconius, y una especie
monandrica (E. isabella) y dos poliandricas (E. aliphera y E. lybia) de Eueides (Cuadro 2). Aunque
ninguna de las hembras era virgen, solamente se obtuvieron espermatoforos ttiles de ser cortados y
medidos en 34 de las 84 hembras (40.5%), pertenecientes a las tres especies polidndricas y a dos de

las cuatro monéndricas (una de cada género).

1. Los signa en Heliconius 'y Eueides

Mediante los cortes de los corpus bursae con espermatdforo se pudo comprobar que en las cuatro
especies con signa estudiadas [H. ismenius (polidndrica), E. aliphera (poliandrica), E. lybia
(poliandrica) 'y E. isabella (monandrica)] dichas estructuras ayudan en la ruptura de los
espermatdforos. En estas especies los signa no solo perforan o rasgan la cubierta de los
espermatoforos, sino que al parecer remueven secciones de dicha cubierta debido a las multiples
perforaciones que producen las espinas que los cubren (Figura 9). Por otro lado, al medir la longitud
de dichas espinas en ejemplares de H. ismenius y E. isabella (Figura 10), se vio que el tamano de las
espinas es similar al grosor de la cubierta de los espermatoforos (Cuadro 3). En la Figura 10 se
puede observar que las espinas de los signa de E. isabella son de mayor tamafio que las de H.
ismenius (U = 2.00, p = 0.00107, ny; = 8, ng; = 9), lo cual es congruente con el hecho de que en E.
isabella las cubiertas del espermat6foro tienen un mayor grosor que las de H. ismenius (ver siguiente
seccion). Es interesante destacar que en todas las preparaciones de E. isabella se observd que los
espermatoforos, a pesar de que habian perdido grandes secciones de su cubierta en las dos zonas de
contacto con los signa (lados opuestos del espermatoforo) y su contenido ya habia sufrido un cierto

grado de digestion, aun mantenian la distension del corpus bursae de la hembra.

Cuadro 2. Especies de Heliconius y Eueides colectadas en el campo donde se muestra el
tamafio de la muestra total de las distintas especies colectadas y la fraccion de esta
muestra que resulto util para realizar los cortes de los espermatoforos en el criostato.



Especies monandricas | Muestra total Muestra usada para
cortes
Heliconius charitonia 29 0
Heliconius erato 7 0
Heliconius hortense 14 5
Eueides isabella 14 14
- Especies polidandricas | Muestra total Muestra usada para
cortes
Heliconius ismenius 15 11
Eueides aliphera 1 1
Eueides lybia 4 3

Signum

Corpus

Figura 9. De Eueides isabella. (a) Corte longitudinal de un corpus bursae que contiene un
espermatdforo cuya cubierta ha sido rota por los signa. (b) Detalle de (a) que muestra las
rasgaduras que hacen las espinas de los signa sobre la cubierta del espermatéforo (= Cub. Sptf.).
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Cuadro 3. Estadistica descriptiva del grosor de las cubiertas de los espermatdforos (mm) de
especies monandricas (en negritas) y poliandricas de los géneros Heliconius y Eueides. Los
estadisticos por especies se obtuvieron a partir de los promedios de cada espermatoforo (cada
uno de los espermatoforos tuvo varios cortes y de cada uno se realizaron cuatro mediciones).

N | Media | Mediana | Minimo | Maximo | Cuartil | Cuartil |Desviacion| Error

Especie inferior | superior | estandar | estdndar
H. ismenius | 11]0.0393| 0.0400| 0.0100| 0.1100 0.02 0.02 0.0039| 0.0025
H.
hortense > 0.0143| 0.0100| 0.0100| 0.0500 0.01 0.01 0.0036| 0.0016
E. aliphera | 1[0.0502| 0.0400| 0.0300| 0.1000 0.03 0.06 0.0210| 0.0031
E. lybia 310.0226| 0.0200| 0.0100| 0.0500 0.02 0.02 0.0017| 0.0009
E. isabella | 14]0.0585| 0.0525| 0.0200| 0.2100 0.03 0.045 0.0100| 0.0035



2. Predicciones acerca del grosor de las cubiertas de los espermatoforos

Prediccion 1: Dentro del género Heliconius las cubiertas de los espermatoforos de las especies
poliandricas seran mas gruesas que las de las especies monandricas

Las principales causas de que los espermatoforos no pudieran ser cortados y medidos fueron que ya
estaban muy degradados o que, aunque parecian estar mas o menos completos, no se pudo detectar la
cubierta que los delimita (Figura 11). El 89.8% (44 de 49) de las hembras cuyos espermatdforos no
pudieron ser utilizados correspondieron a las tres especies monandricas de Heliconius (Cuadro 2),
ademdas de que unicamente en estas especies no se pudieron detectar las cubiertas de eyaculados
aparentemente completos. En contraste, el 73% (11 de 15) de los espermatoforos de la especie
poliandrica H. ismenius pudieron ser cortados y medidos, incluso en algunos casos en que el
espermatoforo ya habia comenzado a ser digerido. La diferencia entre el porcentaje de
espermatoforos susceptibles de ser cortados entre las tres especies monandricas (6/50 = 12%) y la
poliandrica (11/15 = 73.3%) de Heliconius es significativa (Chi cuadrada = 22.5, g. . = 1, p <
0.0001). Estas observaciones y resultados son congruentes con la Prediccion 1, ya que sugieren que
los espermatoforos de las especies monandricas se degradan mas rapido que los de las polidndricas,
probablemente debido a que tienen cubiertas mas delgadas y delicadas. Esto ultimo parece apoyarse
por el hecho de que las cubiertas de los espermatoforos de la especie monandrica (H. hortense) son

significativamente menos gruesas que las de la especie poliandrica (. ismenius) (Cuadro 3 y Figura

12; U=0.00, p=0.0018, npgp = 11, ng; = 5).

Corpus

Eyaculad

Figura 11. El espermatoforo de H. charitonia tiene una cubierta muy dificil de detectar. (a) Corpus
bursae lleno de eyaculado; notese que no se distingue una membrana o cubierta bien definida que
envuelva dicho eyaculado. (b) Mismo corpus bursae que en (a) después de ser perforado con una
pinza; ndtese que el contenido salié del corpus bursae y no se observan restos de espermatoforo (en
la mayoria de las especies se encuentran el collum y restos de la envoltura del espermatoforo).
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Figura 12. Grosor de la cubierta de los espermatoforos (¢ Media +SE) de cada uno de los

individuos medidos de las especies Heliconius ismenius (poliandrica) y H. hortense (mondndrica).

También se observd que en la especie poliandrica de Heliconius la distribucion del grosor de
la cubierta no es homogénea a lo largo de todo el espermatdforo, sino que hay una zona de mayor
grosor que corresponde a la parte mas cercana al collum (N = 15), que es la mas esclerotizada de
todo el espermatdforo (Drummond, 1984). Adicionalmente, se observd que en las especies
monandricas de Heliconius el corpus bursae era suave y durante la diseccion se rompia con mayor
facilidad (N = 50) y generalmente se desgarraba al ser cortado en el cridstato, que el de la especie

poliandrica (N = 15),

Prediccion 2: Dentro del género Eucides se espera que (2a) las cubiertas de los espermato6foros
de las especies monandricas sean mas gruesas que las de las poliandricas; o bien que (2b) en las
especies poliandricas los signa sean mas grandes y/o mas “punzo-cortantes” (es decir,
puntiagudos, afilados, aserrados, etc.) que los de las especies monandricas

Los resultados apoyan la prediccion 2a, ya que la cubierta de los espermatoforos en la especie

monandrica (E. isabella) presentd un mayor grosor que en las especies poliandricas (E. lybia;



Cuadro 3 y Figura 13; U = 0.00, p = 0.0082, ng; = 14, ng = 3) (para este analisis no se incluyo a E.
aliphera ya que esta solo representa un ejemplar colectado, aunque al incluirlo en el anélisis las
diferencias también fueron significativas; U = 5.00, p = 0.0145, ng; = 14, ngj:pa = 4). En la Figura 13
también se observa que en la especie mondndrica la variacion dentro de la muestra resulta ser la mas
grande de todas las especies analizadas (tanto de Heliconius como de Eueides) con un rango de
0.03—0.15 mm de grosor. Sin embargo, no es posible saber si esta gran variacion es caracteristica

del género debido a que la muestra de especies polidndricas fue muy pequena (Cuadro 3).
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Figura 13. Grosor de la cubierta de los espermatoforos (¢ Media +SE) de cada uno de los

individuos medidos de las especies E.s lybia (poliandrica) v E. isabella (monandrica).

3. Prediccion 3: Los signa presentaran el patron de evolucion divergente tipico de las
caracteristicas sujetas a coevolucion sexual

Se construyo un superarbol de parsimonia utilizando informacién sobre la filogenia de varios grupos
de lepidopteros (tanto diurnos como nocturnos). Se realizdé una busqueda heuristica de parsimonia,
utilizando 100 réplicas y optimizando los caracteres con el método de ACCTRAN (Transformacion

Acelerada). Se obtuvieron un total de 125 caracteres (en este caso presencia o ausencia de los grupos



en cada rama), los cuales todos fueron definidos como desordenados, con el mismo peso. De los 125
caracteres obtenidos, 17 de fueron constantes y 108 variables; de éstos ultimos, 72 fueron
filogenéticamente informativos, por lo que el superarbol se basd en ellos. Debido a que se
escogieron solamente grupos cuya filogenia estuviera resuelta y que no entraran en conflicto con
otros grupos, el indice de consistencia fue el mas alto posible (= 1) y, por lo tanto, el indice de
homoplasia fue también el mas bajo (= 0). Se encontraron 297 arboles mas parsimoniosos, con 108
pasos y con los indices antes mencionados. Se calcul6 el arbol de consenso con la opcidn de estricto,
lo que significa que las ramas que se presentan estan en todos los arboles encontrados (297).

En el arbol de consenso se mapearon por separado, con el programa MacClade 4.03
(Maddison y Maddison, 2001), cada una de las siguientes caracteristicas de los signa:
presencia/ausencia (Figura 14), forma (Figura 15), nimero (Figura 16) y posicion relativa dentro del
corpus bursae (Figura 17). Los bajos indices de Consistencia (CI) y de Retencién (RI) (rangos: CI =
0.08—0.22, RI = 0.26—0.47; Cuadro 4) y los altos indices de Homoplasia (HI) (rango HI = 0.78—
0.92; Cuadro 4) indican que las cuatro caracteristicas son evolutivamente inestables y con débil
enlace filogenético. Estos resultados confirman la Prediccion 3, ya que indican que los signa
presentan el patron de evolucion divergente tipico de las caracteristicas que evolucionan como
resultado de la coevolucion sexual.

En el caso de la caracteristica de presencia/ausencia de los signa (Figura 14), se observa que
el estado ancestral en los Lepidoptera es la presencia de signa y que la pérdida de los mismos ha
evolucionado independientemente 15 veces en los taxones considerados en este analisis, aunque si se
consideran los taxones donde pueden o no tener signa como perdidas el nimero aumenta hasta 24
veces. La pérdida de los signa ocurrid en nueve de las 13 superfamilias incluidas, y en algunos
grupos como Papilionoidea, Noctuoidea y Sesioidea evolucion6 independientemente mas de una
vez. Este patron es consistente con la hipotesis de la coevolucion sexual de los signa, ya que en un
estudio previo se demostrd que la poliandria es el estado ancestral en los Lepidoptera y que a partir
de este evolucioné la monandria en varias ocasiones (Sanchez, Herndndez y Cordero, en
preparacion; un analisis preliminar se puede encontrar en Sanchez, 2004).

En la Figura 15 se muestra que formas similares de signa han evolucionado
independientemente en distintos grupos y, por lo tanto, es una caracteristica que tiene muy poca
“sefial filogenética”. En este caso particular, debemos recordar que las categorias de forma utilizadas
en este trabajo fueron deliberadamente amplias, lo que significa que dentro de cada una de ellas

también existe una gran diversidad de formas (Figura 8) que, si se tomaran en cuenta de manera mas



explicita en el analisis, seguramente acentuarian ain mas el patron de evolucion divergente e
independiente de la forma de los signa.

Algo similar a lo encontrado con la presencia/ausencia y forma de los signa se encontr6 en el
caso del numero de signa (Figura 16) y la posicion relativa de los signa dentro del corpus bursae
(Figura 17), ya que ambas caracteristicas poseen muy poca “sefial filogenética”. Por ultimo se mapeo
la caracteristica posicion relativa de los signa dentro del corpus bursae de la hembra obteniéndose
los mismos resultados que para las anteriores caracteristicas apoyando asi la idea de que los signa
han evolucionado de forma divergente en los Lepidoptera.

En resumen, los patrones divergentes de evolucion de la presencia/ausencia, forma, nimero y
posicion relativa de los signa encontrados en este estudio apoyan la Prediccion 3 de la hipotesis de

que los signa de las hembras de Lepidoptera son un producto de la coevolucion sexual.

Cuadro 5. indices de consistencia, retenciéon y homoplasia para cada una de las caracteristicas de
los signa mapeadas. Los indices de consistencia y retencion tienen un intervalo de 0 — 1y
comunmente se dice que por debajo de 0.5 los indices son bajos, el indice de homoplasia también
tiene valores que van 0 — 1, y valores por debajo de 0.5 nos dicen que la caracteristica es

Caracteristica de los signa Indice de Indice de Indice de
mapeada en la filogenia consistencia retencion homoplasia
Presencia/ausencia de signa 0.08 0.26 0.92
Forma de los signa 0.19 0.47 0.81
Numero de signa 0.22 0.47 0.78
Posicion relativa de los signa 0.20 0.30 0.80
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DISCUSION
Las tres predicciones que se evaluaron en estajdrapoyan la hipotesis sobre la coevolucion
sexual de losigna de los Lepidoptera y las cubiertas de los espéforais.

La hipétesis generale que la evolucién de legnay las cubiertas de los espermatoforos
son resultado de la coevolucion sexual se basa ewmgosicion de que lagna sirven para
romper los espermatoforos, permitiendo la digestiérsu contenido. Las observaciones hechas
en los cortes de los espermatoforos de las cuapreces comigna estudiadasH. ismenius, E.
aliphera, E. lybiay E. isabella) apoyan esta interpretacion.

La hipotesis de la coevolucion sexual tiene predices especificas con respecto a la
asociacion entre el patron de apareamiento y lsepma/ausencia digna, al grosor esperado
de las cubiertas de los espermatéforos (Cordefih)29 con respecto al patron de evolucion de
los signa. En el primer caso, se predice quedama deberan estar presentes principalmente en
las especies poliandricas, donde los machos podn@er evolucionado cubiertas de
espermatéforos dificiles de romper con el fin delgrgar el periodo de receptividad sexual
disminuida de las hembras, y que deberan tendstaa @usentes en especies monandricas. Un
estudio filogenético-comparativo previo encontrGidexcia que apoya claramente esta
prediccion (Sanchez, 2004; Sanchez, Hernandez ge@mren preparacion).

En el presente trabajo se pusieron a prueba laicpienes relativas al grosor de la
cubierta de los espermatoforos. La primer prediccgvaluada fue que en las especies
polidndricas corsigna las cubiertas de los espermatéforos deberian tenenayor grosor que
las de especies monandricas signa (Prediccion 1). Como se esperaba, las especies
monandricas sisigna de Heliconius presentaron cubiertas de espermatoforos mas delgack
las de especies polidndricas @gna del mismo género. Esta prediccion se basa emehanto
de que la condicién ancestral en los Lepidopteiia psliandria y que la existencia de presiones
de seleccién sobre las hembras en favor de la rdaaafavorece la pérdida de lagnay de las
cubiertas gruesas de los espermatéforos (Figura de8)ido a que la produccion de estas
caracteristicas podrian resultar costosas, tanmto lpa hembrassigna), como para los machos
(cubiertas de espermatoforos gruesas) y si éstam yson Utiles, los beneficios que pudieran
contrarrestar los costos de producirlas se veriammmizados. En congruencia con este
argumento, el andlisis filogenético de sogna muestra que tanto la monandria como la ausencia

de lossigna son las condiciones derivadas en los Lepidoptera.
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Sexual Natural
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Evolucién de losSiane Pérdida de lo¢ Siang |

Figura 18. Posibles escenarios que llevarian a la perdidamenimiento de losigna y las cubiertas
gruesas de los espermatoforos. Si la seleccionmdegda poliandria en las hembras, $aga y las
cubiertas de los espermatoforos podrian sufrir aoevolucion sexual antagonista (diagrama de la
izquierda). Por el contrario, si la seleccion fagar la monandria en las hembras el conflicto sexual
disminuiria haciendo innecesaria el mantenimientolabk signa y las cubiertas gruesas de los
espermatoforos (diagrama de la derecha); si, adafithas caracteristicas son costosas para hembras
y machos, se espera que la seleccién natural fmereu desaparicion. Cub. Sptf = Cubierta del
espermatoforo.

De acuerdo con la Prediccién 1, las hembras cugpermatoforos no pudieron ser
utilizados para hacer cortes debido a que se eradxamt demasiado degradados o a que no se
pudieron detectar las cubiertas de eyaculados @eanente completos fueron en su mayoria (~
90%) de las tres especies monandricagidéconius, mientras la mayor parte (~ 73%) de los
espermatéforos de la especie poliandrigaigmenius) pudieron ser cortados y medidos, incluso
en casos donde el espermatdforo ya habia comerzasdw digerido. Esto sugiere que los
espermatdéforos de las especies monandricas seddagras rapido que los de las poliandricas y
gue esto probablemente se debe a que tienen ashieés delgadas y delicadas. Debido a que en
todos los machos de Lepidoptera la transferendi@ydeulado es dentro de un espermatéforo
(Powell, 2003), el que no se hayan encontradods®s de los espermatéforos en la mayoria de
las hembras monéandricas hace suponer que el espéroaque transfieren los machos de estas
especies podria tener una cubierta muy delgada lagiehembras rompen rapidamente,
posiblemente mediante una accion enzimatica o geelsierta es tan delicada que se rompe con
las contracciones musculares del abdomen de labraenPudiera pensarse que la imposibilidad
de medir las cubiertas de los espermatéforos dedpscies monandricas Hieliconius podria

deberse a que dichas hembras eran virgenes. Sargankas hembras del génételiconius no
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maduran huevos hasta que no se han apareado (ERialaaet al., 1977, Mendoza, 2005) y en
todas las hembras que se disectaron se encontraeens maduros, por lo que se puede asegurar
gue ya se habian apareado. Por otro lado, en taBrhe virgenes @orpus bursae esta vacio y

no se encuentra distendido (V. S., observaciénopaty mientras que en las hembras que se
disectaron etorpus bursae estaba distendido y contenia un liquido de coland® o anaranjado
palido, lo cual también indica que ya se habiarresup, ya que las hembras virgenes no
presentan ningun tipo de liquido dentro c#lpus bursae (V. S., observacion personal).

Las observaciones de los cortes de los espermasottaH. hortense, la Unica especie
monéandrica de la que se pudo obtener cortes loisafemente completos como para realizar
mediciones, también apoyan la Prediccion 1. La aiédidel grosor de las cubiertas de los
espermatéforos de esta especie fue muy dificilqua al colocar el corte en el portaobjetos la
cubierta del espermatéforo se doblaba y no perni@nexctical debido a que es muy delgada

(Figura 19).

<+— Cub. Sptf

Eyaculado

Figura 1. Corte de la cubierta del espermatofatalf. Sptf) deHeliconius hortense. Se observa que
la cubierta del espermatéforo se dobla y sepdraydeulado, dificultando la medicion del grosor de
dicha cubierta.

En la literatura existe muy poca evidencia quenitar poner a prueba las predicciones
relativas a la cubierta de los espermatoforos,émaluise encontrado Unicamente un trabajo con
informacion relevante. El estudio atsumoto y Suzuki (1995) de seis géneros de Bapike
muestra las relaciones predichas por la hipote=iengl de la coevolucion sexual de logna
(ver introduccion) entre el grado de poliandriageisor de la cubierta del espermatéforo y la
presencia/ausencia y tamafio de smma (Figura 20). Los génerosuehdorfia y Parnassius,
cuyas hembras son monandricas, carecersigimum y de una cubierta bien definida del
espermatéforo (a la que Matsumoto y Suzuki denamirgpsula), mientras que los géneros

ligeramente poliandricoftrophaneura y Pachliopta presentan ursignum pequefio y una
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cubierta del espermatoforo (capsula) relativamegreesa; por ultimo, los géneros mas
poliandricos Graphium y Papilio tienen unsignum bien desarrollado y una cubierta del
espermatéforo (capsula) gruesa. Ademas, dentrcstdeneuestra de géneros, los poliandricos
resultan ser mas basales en la filogenia y los mirigbs mas derivados (Nijhout, 1991),

apoyando también la hipétesis coevolutiva.

1.8 —

1.7 —+ Graphium
16 — Papilio
1.5 —+

1.4

1.3 —+

12 —+ Pachliopta H
Atrophaneura

Parnassius m
1 | Luendorfia

Numero promedio de espermatéforos por hembra

0.9 . : .’
Ausente "Relativamente grueso" "Grueso

Grado de desarrollo de la cubierta del espermat6foro

Ausente "Pequefd’ "Signum"
Grado de desarrollo del Signum

Figura 20. Asociacion entre el patron de apareamiento yratlg de desarrollo de la cubierta del
espermatoforo y deignum, para seis géneros de Papilionidae (datos de WMatsuy Suzuki, 1995). En

la figura se puede observar que los géneros macaedoresentan el menor grado de desarrollo de la
cubierta de los espermato6foros y diglhum, y los géneros poliandricos presentan el mayoardao
tanto de la cubierta de los espermaté6foros comsigiaim.

Que las cubiertas de los espermatéforos de maysogrse encontraran en la Unica
especie monandrica caigna estudiada K. isabella) sugiere que los machos de esta especie
podrian estar “un paso adelante” en la carreraatova de adaptaciones y contra-adaptaciones.
Es decir, es posible que en esta especie los machopulen a las hembras a ser monandricas
contra sus intereses, debido a que la adaptacitieniea para recuperar el control de su
frecuencia de reapareamiento (lsgna) ha perdido efectividad frente a las cubiertas
extremadamente gruesas de los espermatéforos (GpR2E05). En otras palabras, suponemos

gue erk. isabella, el momento en la coevolucion sexual antagonistdiferente al detectado en
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las especies monandricas del géntdeticonius y en las especies poliandricas Elgeides. Esta
interpretacion es congruente con el hecho de quentras el grosor de las cubierta de los
espermatoéforos de las especies poliandiicadiphera y E. lybia es muy parecido al grosor de
las cubiertas de la especie poliandriceHegconius (H. ismenius), el grosor de las cubiertas de
la especie monandricd.(isabella) es mayor que el de todas las demas especies dcamp
Figuras 12 y 13).

Por ultimo, se apoyo la prediccion mas generdhdmevolucion sexual, la cual nos dice
gue lossigna de los lepiddpteros presentaran el patréon de givesia tipico de las caracteristicas
sujetas a coevolucion sexual (Eberhard, 1996; 200&nd y Rice, 1998; Chapmahal., 2003;
Hosken y Stockley, 2004; Sanchez, 2004; Corder65R0 a divergencia en caracteristicas de
las hembras y los machos que estan bajo una diago@volutiva es probable cuando machos y
hembras no llegan a una solucién estable a lodgunals que se imponen unos a otros (Eberhard,
2006). En el caso de lasgna, podrian haber evolucionando divergentemente stintis
poblaciones/especies si los machos de distintatagiobhes/especies colocan mayor o menor
cantidad de quitina en distintos lugares de laeatdidel espermatoforo, lo cual haria que no
existiera una forma o tamafo ideal para romper dope la cubierta de todos los
espermatéforos.

Algo que es muy importante hacer notar en esteajmabs que el objetivo de la
construccion del superarbol para Lepidoptera noefysdorar las distintas metodologias que hay
para la construccion de un superarbol, sino temexr wvsidbn mas concreta de como las
caracteristicas se han comportado en la histoduttya de Lepidoptera. Por esta razoén, ni
remotamente se pretende que la filogenia sea toomda una propuesta final de la evolucion
en Lepidoptera y que esta trate de resolver loblgmmas filogenéticos que existen dentro del
orden, sino que debe tomarse como una herramgueanos da una idea general del proceso de
diversificacion. Sin embargo, es importante sefialer el superarbol filogenético con el que se
puso a prueba esta prediccion concuerda en térngensrales con otros trabajos donde se
proponen las relaciones filogenéticas de las famifi superfamilias de Lepidoptesg( Powell,
2003; Grimaldi y Engel, 2005).

La divergencia genital es una de las mas interesaténdencias en la evolucion
morfologica (Jagdeeshan y Singh, 2006). Eberhe@85)1 propone que las estructuras genitales
masculinas son complejas y rapidamente se diveanifmientras que los genitales femeninos
permanecen sin variacion, lo cual ha sido apoyaddigtintos estudios (Eberhard, 2004, 2006;
Jagdeeshan y Singh, 2006), pero en el presentgdraé pudo probar que caracteristicas de los

genitales femeninos como lsigna son complejas y presentan gran variacion morfo&gior lo
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gue presentan un patron de evolucion divergente. eGibargo, en general, la divergencia
coevolutiva en la hembras parece ser poco comueriiatd, 2006).

Actualmente existen varios ejemplos de correlagy@nital entre los sexos, aunque
muchos de los trabajos en los que se propone wiac&n genital por coevolucidén sexual tan
solo se han estudiado caracteristicas “simples”’ocdm longitud espermatica y la longitud
vaginal por ejemplo, en insectos (Presgraves, BaR#&filkinson, 1999; Morrow y Gage, 2000;
Pitnick, et al., 2002; Minder, Hosken y Ward, 2005), mamifero®rt@dio y Roldan, 1999;
Kinahan,et al., 2006) y aves (Briski y Montgomerie, 1993). Auagexisten trabajos como el
realizado por Cordoba (2004) en libélulas dondegrepone que la coevolucion sexual es la
responsable de la seleccién direccional en el adeHos aedeagos de los machos y la reduccion
de sensilas (estructuras que participan en la siputie esperma durante la fertilizacion) en las
hembras, lo cual representa un trabajo mas detallad

En este trabajo se evaluaron caracteristicas nrapleas que simplemente el largo de
los espermatéforos y el largo de los tractos gkesitéemeninos, por lo que la evidencia de
coevolucién sexual encontrada es mas detalladaoeeolucion sexual es uno de los principales
componentes de la evolucién genital (Hosken y 3#gck2004), por lo que futuros estudios
deberan abordar la importancia relativa de loselifies mecanismos de seleccion sexual que la
originan (eleccion femenina y/o coevolucion antagga). Aunque existe una gran dificultad para
evaluar la importancia relativa de ambos tiposelecsion en el proceso de coevolucion sexual
(Cordero y Eberhard, 2003).
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