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RESUMEN

En muchas especies de artropodos los machos presentan conductas copulatorias que
aparentemente inducen a la hembra a producir respuestas fisiolégicas y conductuales que
incrementen el éxito reproductivo de los machos; en el presente trabajo le denominé
conducta copulatoria masculina aparentemente estimulante (CCM). En la chinche
Stenomacra marginella (Heteroptera: Largidae) el macho durante la copula frota en
repetidas ocasiones la parte dorsal y lateral del cuerpo y cabeza de la hembra con patas y
antenas. Se desarroll6 una técnica para reducir la frecuencia de la CCM, mediante una
barrera fisica que impide que el macho toque a la hembra, lo que permitié poner a prueba
el supuesto antes mencionado. Se aparearon hembras virgenes con dos machos virgenes
en dias consecutivos; en un grupo de hembras se le impidi6 al primer macho realizar la
CCM, pero no al segundo macho. En un segundo grupo, el procedimiento se invirtié. Se
permitié que las hembras pusieran huevos y se realiz6 un analisis de paternidad con las
ninfas resultantes utilizando la técnica ISSR (Inter simple sequence repeat).

El dnico efecto encontrado fue que las cépulas donde al macho se le impidié
realizar la CCM fueron mas cortas. No se encontr6 efecto de la manipulacién de la CCM
sobre el éxito reproductivo de los machos. En ambos grupos, el segundo macho fue el
gue obtuvo la mayor paternidad, lo cual sugiere que la competencia espermatica es la
principal fuerza de seleccién sexual. No obstante, el amplio rango de variacién en la
proporcion de paternidad del segundo macho en ambos tratamientos, sugiere también un
posible papel de eleccién criptica por la hembra en la asignacion de paternidad. A pesar
de esto nuestro estudio no resuelve la pregunta principal, de por qué los machos realizan
esta conducta copulatoria complicada y aparentemente costosa.



ABSTRACT

Apparently stimulatory male copulatory behaviour (abbreviation in spanish = CCM) is
widespread among arthropods and it could help males to increase male fitness by inducing
behavioural and physiological changes in females. We developed a technique for reducing
the frequency of CCM in the true bug Stenomacra marginella (Heteroptera: Largidae). We
tested the hypothesis that males perform CCM to induce females to use their sperm for
fertilization. Virgin females were mated with two virgin males in consecutive days. In one
group of females the first male mate was prevented from performing CCM whereas the
second was allowed; in the second group the second mate was prevented from performing
CCM whereas the first male was allowed to doit.

We measured several behavioural and reproductive variables, and estimated the
offspring proportion produced by each male by using ISSRs (Inter simple sequence
repeat). The only effect found was that copulations in which the male was prevented from
performing CCM were of shorter duration. No effect of the experimental manipulation on
paternity allocation was observed. In both treatments, second mates fathered a greater
proportion of offspring; these results suggest that sperm competition is the principal force
of sexual selection that acts during copulation in S. marginella. However there was wide
variation among females in this proportion which suggests that cryptic female choice might
play a role; however, my results do not answer the question of why males perform the

complicated and probably energetically costly CCM.



INTRODUCCION

En muchas especies de artropodos, los machos presentan durante la cépula conductas
estereotipadas y complejas que tienen las siguientes caracteristicas (Eberhard, 1996): (a)
son apropiadas, al menos en apariencia, para estimular—mecanica, auditiva o
guimicamente—a la hembra; (b) no son mecanicamente necesarias para mantener o
finalizar el acoplamiento; (c) no se utilizan en contextos que sugieran otras funciones (por
ejemplo, si se presentan Unicamente cuando hay machos solitarios cerca, podrian servir
para mantener la vigilancia o ahuyentar a posibles usurpadores); (d) se repiten varias
veces durante una misma copula, y (e) las muestran todos los machos de una poblacion,
o al menos varios de ellos. Eberhard (1991, 1994, 1996, 1997) denomina “Cortejo
Copulatorio” a la conducta que relne estas caracteristicas, ya que supone que ha
evolucionado como resultado de la “eleccion criptica femenina” (Thornhill, 1983; Eberhard,
1985, 1996). De acuerdo con esta hipétesis, el “Cortejo Copulatorio” es utilizado por el
macho para exhibir sus cualidades fenotipicas y/o genéticas, permitiendo a la hembra
evaluar estas caracteristicas y seleccionar al mejor macho disponible como padre de sus
hijos (Eberhard, 1991, 1994, 1996). En contraparte, las ideas sobre coevolucion sexual
antagonista de Holland y Rice (1998) permiten plantear una hipétesis alternativa para
explicar la evolucion de esta conducta. De acuerdo con esta hip6tesis, los machos utilizan
su conducta durante la cépula para inducir respuestas conductuales y fisioldgicas en las
hembras, tales como una reduccién en su receptividad sexual post-cépula e incremento
en la tasa de oviposicion, que les son favorables debido a que les reducen la intensidad
de la competencia espermatica y les incrementan su tasa reproductiva, pero que pueden
disminuir la adecuacion de las hembras al re-aparearse en un momento que no es el mas
adecuado y/o se re-aparean a una tasa menor a la 6ptima, y producen huevos a una tasa
superior a la 6ptima. En este caso, la conducta de los machos seria un ejemplo de
“Seduccion Antagonista” durante la cépula (Holland y Rice, 1998). Para determinar cual
tipo de seleccion ha actuado (eleccion criptica femenina vs. seleccion sexual antagonista)
y, por lo tanto, la funcion de la conducta del macho, es necesario determinar
experimentalmente las consecuencias de dicha conducta para las hembras, es decir,
evaluar si esta conducta induce en las hembras cambios fisiol6gicos y/o conductuales que
promuevan la adecuacion de los machos, pero que resultan en un costo para la
adecuacion de la hembra (seleccion sexual antagonita), o si por el contrario, que la
hembra de igual forma obtenga algun beneficio para su adecuacién al efectuar los
machos dicha conducta (eleccion criptica femenina). Ademas, es posible que ambos tipos

de seleccion hayan actuado en diferentes momentos durante la evolucion de esta



conducta (Cordero y Eberhard, 2005; Macias-Garcia y Ramirez, 2005). Siguiendo la
sugerencia de Cuatianquiz y Cordero (2006), en este trabajo se utilizara un término
“neutral” con respecto al efecto de la conducta sobre la adecuacién femenina: “conducta
copulatoria masculina aparentemente estimulante” (“apparently stimulatory male
copulatory behaviour”), a la cual me referiré de ahora en adelante como CCM.

Independientemente del efecto de la CCM sobre la adecuacién de las hembras, las
dos hipétesis arriba mencionadas estan basadas en la idea de que esta conducta induce
respuestas conductuales vy fisiolégicas en las hembras que son favorables a los machos.
A pesar del gran interés que existe por tratar de determinar cual es la principal fuerza de
seleccion que ha generado la evolucién de este comportamiento (Eberhard, 1991, 1994,
1996, 1997, 2003), la mayor parte de la evidencia a favor de esta suposicion es indirecta o
correlativa y existen pocos trabajos en los que se haya manipulado experimentalmente la
conducta masculina (ver revisién en el Cuadro 1). Por ejemplo, en algunas especies se ha
visto que la rapidez (en la arafia Pholcus phalagioides; Schafer y Uhl, 2002), disminucion
(en el coledptero Psilothrix viridicoeruleus; Shuker et al., 2002) o ausencia (en las moscas
Drosophila serrata y D. birchi; Hoikkala et al., 2000) de la CCM afecta la duracion de las
copulas, lo cual podria afectar la cantidad de eyaculado transferido por los machos
(Simmons, 2001). En otros casos, las variables afectadas son distintas. En el escarabajo
Diabrotica undecimpunctata howardi, la CCM contribuye a que la cOpula sea exitosa, ya
gue los machos golpean con sus antenas las antenas, 0jos y patas delanteras de la
hembra, y estos golpes relajan los musculos vaginales de la hembra permitiendo la
penetracion completa del edeago (6rgano intromitente del macho) y la transferencia
exitosa del espermatéforo (“paquete” transferido por el macho durante la copula que
contiene, ademas de espermatozoides, varios compuestos quimicos (Boggs, 1990;
Cordero, 1995). Ademas, se ha observado que los machos que golpean mas rapido
tienen mayor numero de hijos y la probabilidad de éstos para sobrevivir hasta adulto es
mas alta (Tallamy et al., 2003).

La escasez de estudios experimentales del efecto de la CCM sobre la conducta y
fisiologia reproductiva de las hembras es entendible, ya que la propia naturaleza compleja
de la CCM hace sumamente complicado manipularla experimentalmente. Ademas, en la
mayoria de los estudios experimentales realizados, las manipulaciones generalmente
involucran perturbaciones mayores (tales como la amputacién de las patas o antenas que
utilizan los machos para tocar a las hembras; ver Cuadro 1) que podrian introducir
artefactos dificiles de discriminar en los experimentos. En el Laboratorio de Ecologia de la

Conducta de Artrépodos (Instituto de Ecologia, Universidad Nacional Autébnoma de



México [UNAM]) se ha desarrollado una técnica que permite impedir, total o parcialmente,
gue los machos de la chinche poligama Stenomacra marginella (Heteroptera: Largidae)
ejecuten su CCM (Oliver, 2004; Cuatianquiz y Cordero, 2006). En esta tesis se presentan
los resultados de un estudio experimental cuya finalidad principal fue poner a prueba la

hipétesis  de que, mediante su CCM, los machos de S. marginella inducen cambios

conductuales v fisiolégicos en las hembras gue resultan en un incremento en el nimero

de huevos gque fertilizan. Concretamente, realicé un experimento donde impedi que un

grupo de machos efectuara la CCM y documenté la proporcién de hijos que obtenian al
aparearlos con hembras que, copularon con otro macho al que si se le permiti realizar la

CCM. La prediccion gue se evalu6 fue que el impedirles a los machos realizar la CCM

provoca un decremento en la proporcién de hijos que tienen con las hembras.

Adicionalmente, se midi6 varios “componentes de adecuacion”, tales como la duracion de
la cOpula (Stratton et al., 1996; Hoikkala et al., 2000; Shuker et al., 2002; Schafer y Uhl,
2002; Zsemlye et al., 2005; Cuatianquiz y Cordero, 2006), el numero (Rodriguez, 1998;
Tallamy et al., 2003) y viabilidad de huevos (Rodriguez, 1998; Schafer y Uhl, 2002;
Tallamy et al., 2003), variables reproductivas utilizadas en otros estudios como
estimadores de la adecuacion de los individuos, en ausencia de medidas de paternidad.
Estas variables reproductivas pueden ayudar a explorar los posibles factores causales del
patron de paternidad observado en nuestro experimento, como por ejemplo, en algunos
estudios se ha encontrado una relacion directa entre la duracion de la cépula y la cantidad

de eyaculado transferido (McLain, 1989; Rubenstein, 1989; Arnqvist y Danielsson, 1999b).

OBJETIVOS

1.- Determinar si existe algun efecto al manipular la frecuencia de la conducta
copulatoria del macho sobre algunas variables que pudieran estar correlacionados con el
éxito reproductivo de éstos.

2.- Determinar si la conducta copulatoria del macho es un medio por el cual los
machos tratan de inducir a las hembras a utilizar sus espermatozoides para fertilizar sus

huevos.

ESPECIE ESTUDIADA

Stenomacra marginella es una especie univoltina (i.e., presenta una sola generacién por
afio) muy abundante en diversas localidades del Distrito Federal y Tlaxcala (Cuatianquiz
et al., 2003). En el Pedregal de San Angel (Distrito Federal), los adultos estan presentes
desde finales de marzo hasta septiembre (Cuatianquiz et al., 2003) y tardan



aproximadamente mes y medio, después de alcanzar la etapa adulta, para empezar a
tener actividad sexual, lo que permite recolectar individuos virgenes en el campo. Las
hembras son capaces de poner varias puestas a lo largo de su vida, aunque en el
laboratorio la mayoria (>90%) producen una o dos puestas. Después del apareamiento las
hembras tardan de una a dos semanas para poner huevos (Cuatianquiz, 2002; Oliver,
2004; Cuatianquiz, 2005; Cuatianquiz y Cordero, 2006). Las puestas generalmente tienen
entre 30 y 40 huevos (Cibrian-Tovar et al., 1995; Mufioz, 2001; Cuatianquiz 2002, 2005;
Cuatianquiz y Cordero, 2006).

Sistema de Apareamiento

El sistema de apareamiento masculino de esta especie es “poliginia por competencia por
rebatifia” (“scramble competition polygyny”; Thornhill y Alcock, 1983), ya que los machos
buscan activamente a las hembras y las cortejan sin interactuar agresivamente con otros
machos (Cuatianquiz et al., 2003). Una proporcién substancial de las hembras copulan
con mas de un macho (Cuatianquiz y Cordero, 2005). De acuerdo con la informacién que
se cuenta hasta el momento, el sistema de apareamiento femenino podria ser “poliandria
por beneficios materiales” (Cuatianquiz, 2005; Thornhill y Alcock, 1983). La duracién de la
copula es relativamente larga y muy variable. Cuando se trata de la primera cépula de una
hembra, la mediana de su duracion es de 96 min (Q2s0.-Q7s0 = 60—155), pero tiende a
incrementarse cuando se trata de la segunda cépula, en cuyo caso la mediana de su
duracion es de 232 min (Qasy..Q750 = 166—272) (Cuatianquiz y Cordero, 2006).

Conducta Durante la Copula

Durante la cépula, los machos presentan una CCM compleja (Cuatianquiz, 2002; Oliver,
2004; Cuatianquiz, 2005; Cuatianquiz y Cordero, 2006). En repetidas ocasiones durante la
copula (rango 12—58 eventos; Cuatianquiz y Cordero, 2006), cuando la pareja se
encuentra en la tipica posiciébn de apareamiento “cola con cola” (Fig. 1e), el macho
levanta una de sus patas posteriores y gira en la direccion de dicha pata hacia la hembra
(Fig. 1a). Cuando alcanza a la hembra, el macho frota durante varios segundos la parte
dorsal y lateral del cuerpo y la cabeza de la hembra con patas y antenas (Fig. 1c), para
posteriormente soltarla y volver a la posicion “cola con cola”. Algunas veces el macho gira
hacia la hembra y regresa a la posicién “cola con cola” sin haberla tocado. Estos intentos
“fallidos” pueden ser al menos de dos tipos: en el primer caso, la hembra detiene al
macho mientras él va girando hacia ella con una de sus patas traseras levantadas (a esto

le denominé Intento Impedido por la Hembra; Fig. 1a); en el segundo caso el macho



nunca llega a realizar el contacto a pesar de que no parece haber nada que se lo impida
(a esto le denominé Intento Fallido del Macho).

También se observan al menos tres variantes de la conducta de frotamiento de las
hembras. En la primera variante (a la que denominé Toqueteo; Fig. 1b), el cuerpo del
macho no entra en contacto con el de la hembra y s6lo toca con sus patas la parte lateral
del térax y la cabeza de la hembra, mientras sus antenas continuamente entran en
contacto con la cabeza de la hembra. En la segunda variante (a la que denominé Abrazo;
Fig. 1c) el macho toma a la hembra con sus patas y la jala hacia él, estableciendo un
contacto entre la zona abdominal del macho y la parte lateral del cuerpo de la hembra.
Mientras la sujeta, las patas del macho frotan el cuerpo de la hembra con movimientos
hacia adelante y hacia atras, a la vez que sus antenas tocan continuamente la cabeza de
la hembra. Finalmente, en la Ultima variante (a la que denominé Monta; Fig. 1d), el macho
realiza un Toqueteo y posteriormente se monta sobre el dorso de la hembra (en esta
posicién el abdomen del macho esta en contacto con el dorso de la hembra), abrazandola
y frotandola con las patas de adelante hacia atras, mientras las antenas de ambos se
mantienen en contacto (Fig. 1d); la mayoria de las veces la pareja se sacude presentando
movimientos pendulares bruscos. El Toqueteo es la conducta copulatoria masculina que
se observa con mayor frecuencia, seguida de la Monta y el Abrazo, mientras que los
Intentos de ambos tipos (ver arriba) son las conductas que ocurren menos
frecuentemente (Cuatianquiz, 2002; Oliver, 2004).

Es posible que en S. marginella los movimientos del edeago (Eberhard, 1994;
Oliver, 2004) y otros drganos genitales (Moreno y Cordero, en revision) formen parte de la
CCM. Desgraciadamente, la cuantificacion de esta conducta no fue posible debido a que
los movimientos del edeago ocurren dentro del cuerpo de la hembra y la observacion de
otros drganos genitales, (por ejemplo, los parameros que realizan movimientos durante la
copula ) es muy dificil porque se encuentran por debajo de la pareja (Moreno, 2005).

Durante la copula las hembras no se mantienen inmdviles y pasivas, sino que
realizan al menos dos tipos de conducta (ademas de su participacion activa en los
Intentos Impedidos por la Hembra antes mencionados). En la conducta denominada
Patadas, la hembra golpea y empuja con su ultimo par de patas el abdomen de su pareja,
muy cerca del punto de acoplamiento con la hembra (Fig. 1e). En la conducta
denominada Jaloneo, la hembra levanta una de sus patas posteriores y gira en la
direccion de dicha pata hacia el macho (Fig. 1f). La hembra cuando alcanza al macho, lo
toma con sus patas por el térax (ocasionalmente con el primer par de patas logra atrapar

las antenas del macho) y lo jala hacia ella, provocando que él se mantenga inmdévil por



unos segundos, mientras ella se coloca por encima de él y lo presiona contra el sustrato.
En algunas ocasiones, cuando la hembra se mueve en direccién al macho previo a un
Jaloneo, el macho gira rapidamente en la misma direccion dando la apariencia de que
trata de evitar ser alcanzado por la hembra (Fig. 1f). Este Ultimo hecho, junto con la
presion que parece ejercer la hembra sobre el cuerpo del macho al “montarlo” sugiere que
esta conducta es percibida como una agresién por el macho. Dos lineas de evidencia
sugieren que estas dos conductas estan relacionados con la finalizacion de la copula: (a)
un experimento realizado por Oliver (2004), en el cual compar6 la duracion de las copulas
de hembras intactas y hembras a las que se les amput6 el tercer par de patas (con lo cual
se les impidié realizar Patadas y, muy posiblemente, se les redujo la capacidad de realizar
Jaloneos), mostré6 que la duracion de las coépulas de las hembras amputadas se
incrementd significativamente, y (b) aunque estas conductas se pueden presentar en
cualquier momento durante la cépula, su frecuencia se incrementa hacia el final de la misma

(Cuatianquiz, 2002; Oliver, 2004; N. Caballero, observacién personal).



Fig. 1. Conducta copulatoria de Stenomacra marginella: a) Intento Impedido por la Hembra: La hembra
detiene al macho con algunas de sus patas traseras (flecha delgada), mientras él va girando hacia ella
con una de sus patas traseras levantadas (flecha gruesa) para tratar de efectuar la conductua
copulatoria masculina; b) Toqueteo: El macho toca la parte lateral de la hembra con las patas y
antenas; c¢) Abrazo: El macho abraza a la hembra frotando el cuerpo de la hembra con sus patas y
antenas, d) Monta: El macho se sube sobre la hembra y la abraza, frotando con sus patas el cuerpo de
ella; e) Patadas y f) Jaloneos de la hembra hacia el macho durante la cépula (las flechas indican la
conducta de la hembra al macho con cualquiera de su tercer par de patas). El macho se encuentra a la
derecha de todas las fotografias, excepto Fig. d.



MATERIAL Y METODOS

Colecta y Mantenimiento de los Organismos en el Lab  oratorio

Se colectaron individuos adultos a finales del mes de abril de 2004 y 2005, cuando los
animales son virgenes y sexualmente inactivos, los individuos se tomaron de &rboles de
tepozan (Buddleia chordata: Loganiaceae) de los jardines aledafios al Instituto de
Ecologia de la UNAM (ubicado en el Pedregal de San Angel, Distrito Federal), asi como
de los jardines localizados en la Facultad de Ciencias (Distrito Federal) y la Facultad de
Estudios Superiores de Iztacala (Estado de México), ambas pertenecientes a la UNAM.
Los organismos fueron llevados al insectario del Instituto de Ecologia, UNAM, donde se
separaron por sexos en cajas de tela de tul con soportes de madera (55.5 x 25 x 30 cm) y
se mantuvieron a temperatura ambiente, con un fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 de
oscuridad, hasta que se volvieron sexualmente activos, lo cual se determiné observando
diariamente la actividad de los individuos silvestres, momento en que se inicio el
experimento. Los animales dentro de las cajas se alimentaron con una dieta consistente
de hojas de tepozan y una solucién elaborada con 20 gr de azlcar, ocho gotas de Jugo
Maggi™® y la albdmina de un huevo (aproximadamente 37 ml), aforados a 100 ml con
agua, estos liquidos estuvieron embebidos en pedazos de algodén (Cuatianquiz, 2002). El
alimento se cambi6 cada tercer dia agregandose algunos cadaveres de grillos (Acheta

domesticus) criados en condiciones de laboratorio.

Manipulacion de la CCM

Se usé una técnica para impedir que los machos de S. marginella ejecuten su CCM con
un minimo de disturbio para la pareja (Oliver, 2004; Cuatianquiz y Cordero, 2006). Esta
manipulacién involucra que, cuando el macho levanta una de sus patas posteriores y
empieza a girar hacia la hembra, lentamente se coloca entre la pareja, sin tocar a ninguno
de los dos, un rectangulo de acetato transparente de 3 x 1 cm que se encuentra sujeto a
un palito de plastico transparente. El acetato actla como barrera fisica que impide que el
macho toque a la hembra (Fig. 2). Cuando el macho llega a la barrera, éste actlia como si
tratara de cruzarla por algunos segundos; posteriormente, regresa a la tipica postura de

copula “cola con cola”, momento en el cual se retira la barrera lentamente.



Fig. 2. Manipulacién de la conducta copulatoria masculina (CCM): Cuando el macho levanta una
pata posterior y empieza a girar hacia la hembra, para efectuar la conducta copulatoria, se coloca
entre el macho y la hembra una barrera fisica (acetato transparente) que impide que el macho

toque a la hembra.



Disefio del Experimento

El experimento se realizé en dos afios consecutivos (2004 y 2005), y consistié en aparear
a cada hembra con un macho virgen y al dia siguiente volverla a aparear con un segundo
macho virgen. En un primer tratamiento (al que denominé Interrupcion ler macho; Nygos =
24, Njoos = 31, Ny = 55 hembras) se impidié que el primer macho efectuara la CCM,
mientras que al segundo se le permitio efectuarla; en un segundo tratamiento (al que
denominé Interrupcién 2do macho; Ny = 32, Nogos = 34, Nioia = 66 hembras) se impidio
que el segundo macho efectuara la CCM, mientras que al primero se le permitié
efectuarla. Una hembra del primer tratamiento y tres del segundo pusieron huevos antes
de aparearse por segunda ocasion, por lo que fueron excluidas de los analisis.

Los individuos fueron elegidos y asignados a cada uno de los tratamientos, por el
método de muestreo “haphazard” (ver Martin y Bateson, 1993), ya que, aunque se trato
de evitar “elegir’ individuos con alguna caracteristica en particular (por ejemplo, de
tamafio, tipo y cantidad de actividad), no se utiliz6 ningln método para aleatorizar la
muestra de individuos experimentales. Los apareamientos se realizaron entre junio y
agosto, de las 9AM hasta las 8PM. Se colocaron dos machos y una hembra virgenes
dentro de una caja petri de vidrio de 100 mm de diametro x 20 mm de alto, para imitar las
condiciones naturales, donde las hembras estan expuestas a altas densidades de machos
sexualmente activos. Los individuos se observaron hasta que inici6é la copula, momento
en el cual se extrajo de la caja al macho que no se habia apareado. Se cuantifico la
duracion de la copula y la conducta copulatoria de machos y hembras fue registrada con
una minigrabadora marca Samsung modelo SVR-S820. Las cépulas fueron observadas
continuamente para estimar las frecuencias de cada una de las conductas descritas en la
seccion Comportamiento Durante la Cépula. La Unica excepcion fue que no se distinguid
entre las copulas que finalizaron precedidas de un evento de Patadas y las precedidas por
un evento de Jaloneos, puesto que en la practica resultaba complicado, ya que en
ocasiones se efectuaban ambas conductas conjuntamente. En el caso de estas
conductas, se midié el tiempo en que se efectuaron ambas—sin distinguir entre ellas—
durante cada copula. Al terminar la primera copula, las hembras se mantuvieron aisladas
en cajas petri de plastico de 100 mm de diametro x 10 mm de alto (con la alimentacién
antes mencionada) y al dia siguiente, se repitié el mismo procedimiento con las hembras
ya apareadas y otros dos machos virgenes.

Dos dias después de su primer apareamiento, se realizé un control de fertilidad en
los machos, que consistié en re-aparearlos con hembras virgenes. Estas hembras se

mantuvieron individualmente en cajas petri de plastico de 100 mm de diametro x 10 mm



de alto, con la dieta arriba mencionada, hasta que pusieron huevos, momento en que
fueron sacrificadas en etanol al 70%. Se contdé el nimero de ninfas emergidas de la
primera puesta para descartar que los machos pudieran ser infértiles. Después de esta
segunda cépula, los machos fueron mantenidos individualmente en cajas petri de plastico
de 100 mm de didmetro x 10 mm de alto, alimentados durante dos dias con una solucién
sacarosa al 20%, para eliminar de su cuerpo cualquier resto de tejido vegetal que pudiera
afectar la extraccion de ADN. Posteriormente fueron sacrificados en tubos eppendorf con
etanol al 70% y almacenados en un ultracongelador a -80C.

Después de su segunda coOpula, las hembras experimentales fueron mantenidas
aisladas en cajas petri de plastico de 100 mm de didmetro x 10 mm de alto, con la
alimentacion descrita anteriormente, hasta que pusieran huevos o murieran (en este
ultimo caso no fueron consideradas en el analisis). Después de haber puesto huevos, las
hembras se trataron igual que los machos para la extraccion de ADN.

Las puestas de huevos fueron mantenidas de manera individual segun la hembra
en cajas de petri de plastico de 100 mm de diametro x 10 mm de alto hasta la eclosion, en
algunos casos los huevos no eclosionaron, pero no se pudo determinar la causa (no
fertilizados, fracaso en las primeras fases de desarrollo o ataque por virus, bacterias u
hongos). Las ninfas fueron mantenidas en grupos familiares (hermanas [0s] y medias
hermanas [0s]) en frascos de plastico transparente de 7 cm de didmetro x 7 cm de altura,
y se alimentaron con la misma dieta que los adultos (ver arriba), la cual les fue
proporcionada embebida en “bolitas” de algodén cubiertas con una delgada malla de tela
de tul que impedia que las ninfas pudieran quedar pegadas al algodon o que el alimento
escurriera, factores que podian ocasionar la muerte de las ninfas de primer estadio
(observacion personal). La crianza se mantuvo hasta el segundo estadio ninfal, momento
en el cual se les retiraron las hojas de tepozan y se les aliment6é Unicamente con la dieta
artificial y agua. Para sustituir el resguardo natural y lugar de percha que proporcionan las
hojas de tepozan, se colocaron pedazos de carton en forma de cono. Las ninfas
presentan una alta mortalidad en el laboratorio durante los primeros estadios (C.
Cuatianquiz, L. Mufioz y N. Caballero, datos no publicados), probablemente debido a que
no se les permite formar las enormes agregaciones de ninfas que se forman en el campo
al unirse muchas camadas de ninfas, por lo que, fue necesario monitorearlas diariamente
para recolectar y preservar los individuos muertos recientemente. Cuando fue posible, las
ninfas se sacrificaron cuando alcanzaron el tercer estadio. Para sacrificarlas o, cuando
murieron naturalmente, se sumergieron en etanol al 70% y se almacenaron,

individualmente en tubos eppendorf, en un ultracongelador a -80C.



El procedimiento anterior me permitié cuantificar las siguientes variables
reproductivas por cada hembra: (a) duracion de la copula (en minutos), (b) probabilidad de
la hembra de aparearse por segunda ocasion, (c) probabilidad de poner huevos, (d)
tiempo transcurrido hasta la puesta de huevos (en dias), (e) tamafio de la puesta (=
namero de huevos puestos), (f) tiempo transcurrido hasta la eclosion de los huevos (en
dias) y (g) éxito de eclosién (= proporcién de huevos que eclosionaron). En las réplicas
del afio 2005 también se midio la latencia al inicio de la copula en la segunda copula de la
hembra (en segundos), la cual se defini6 como el tiempo entre el momento en que se
colocaron la hembra y los dos machos en la caja petri y el momento de inici6é de la cépula.
Ademas se cuantificd el nUmero total de eventos de la CCM en las cépulas donde no
hubo interrupcion experimental (a esto le llamé Frecuencia de Eventos de la CCM),
mientras que en las cépulas donde se impidié al macho realizar la CCM, se conté las
veces que el macho intenté realizar dicha conducta (a esto le llamé Frecuencia de
Intentos de la CCM). Asimismo se cuantific6 la duracion de Patadas y Jaloneos
efectuados por las hembras. Para la medicién de estas variables se usé un cronémetro
digital (marca Learning Resources®). Estas variables fueron comparadas
estadisticamente entre tratamientos.

Se tomaron fotografias de las hembras y machos experimentales con una camara
digital (Sony, modelo CyberShot DSC-P50). Utilizando el programa ImageTool 3.00 se

estim6 el tamafio de los individuos con el area (mm?) de su cuerpo en vista dorsal.

Analisis Estadisticos

Evaluaciéon de las Variables No Controladas (Tamafio de los Organismos y
Parasitismo).

Como el experimento fue realizado en dos afios consecutivos (2004 y 2005) y se ha
documentado en otras especies de insectos que el tamafo puede variar entre
generaciones por factores como la calidad del alimento (por ejemplo, las hojas de tepozan
incluidas en la dieta fueron recolectadas del Pedregal de San Angel al mismo tiempo que
se desarrollaba el experimento) o la temperatura (la cual probablemente varié entre afios
en el campo y tampoco fue controlada en el insectario); se comparé el tamafio de los
individuos en los dos afos. Se compararon por separado las hembras (H), los machos
gue copularon primero con ellas (M1) y los machos que copularon después (M2). Se
realizaron analisis de varianza (ANDEVA) utilizando como factores el afio (2004 / 2005) y

el tratamiento (Interrupcioén ler macho / Interrupcion 2do macho).



En afios recientes se ha observado un incremento en el ataque de insectos
parasitoides sobre adultos de S. marginella (los parasitoides se han detectado durante las
disecciones de los adultos y en individuos adultos recolectados en el campo y mantenidos
en cautiverio; sin embargo es posible que los ataques hayan sido originalmente en alguna
de las fases ninfales). Mientras que hasta hace pocos afios solo se habian detectado
moscas parasitoides de la familia Tachinidae en Tlaxcala y los porcentajes de individuos
parasitados eran bajos (Cuatianquiz et al., 2003), en los ultimos afios se han detectado
avispas de la familia Encyrtidae con un incremento notable en el porcentaje de individuos
atacados (V. Méndez, N. Caballero y C. Oliver, datos no publicados). Por esta razon, se
compard mediante una Prueba de la probabilidad exacta de Fisher el nivel de parasitoides

de los individuos experimentales utilizados en los dos afios.

Evaluacion del Efecto de la Manipulacion Experiment al de la CCM sobre la
Conducta del Macho y la Hembra Durante la Cépula
Se evalud si impedir la CCM afecta el nimero de veces que los machos intentaron
realizar la CCM (Frecuencia de Intentos de la CCM), mediante la comparacion de esta
frecuencia, con la Frecuencia de Eventos de la CCM efectuados por los machos a los que
no se les impidi6 realizar la CCM. Para esta comparacion se realiz6 un ANDEVA para
evaluar el “tratamiento” (Interrupcion del ler macho vs. Interrupcion del 2do macho), el
“afio” (2004 vs. 2005), la “cépula” (primera vs. segunda copula de la hembra) y todas las
interacciones, sobre la Frecuencia de Intentos de la CCM y Frecuencia de Eventos de la
CCM. Ademés se evaluo si impedir que los machos efectien la CCM afecta la conducta
de la hembra, particularmente aquélla que parece estar asociada a la finalizacion de la
copula (ver seccidon Comportamiento Durante la Copula): las Patadas y los Jaloneos. Para
esta comparacion se realiz6 un ANDEVA para evaluar el efecto del “tratamiento”, el “afio”,
la “copula” (primera o segunda copula de la hembra) y todas sus interacciones, sobre la
duracién de las [Patadas y Jaloneos] (en el andlisis se sumé la duracion de las dos
conductas; ver justificacion en Material y Métodos). Debido al disefio del experimento y al
analisis estadistico aplicado a la conducta del macho y de la hembra durante la cépula,
los posibles efectos del tratamiento se esperaban detectar en la interaccién [tratamiento X
copula], aunque las diferencias entre afios en el tamafio de los individuos me llevaron a
explorar también las interacciones de este factor con el “tratamiento” y la “copula”.

Se compar0 mediante una prueba de Chi cuadrada, entre las copulas de los
machos a los que se les impidi6 realizar la CCM y las de los machos a los que se les

permiti6 realizar la CCM, la frecuencia con que terminaron espontdneamente o



inmediatamente después de un evento de Patadas y/o Jaloneos (en el andlisis no se

distingue entre estos dos tipos de finales; ver justificacion en Material y Métodos).

Evaluacién del Efecto de la Manipulacion Experiment al de la CCM sobre los
Componentes de Adecuacion

Para evaluar el efecto de impedir que el macho efectuara la CCM sobre la duracion de la
copula, se realiz6 un ANDEVA en el que se midi6 el efecto del “tratamiento”, el “afo”, la
“copula” y todas las interacciones, sobre dicha variable. Debido al disefio del experimento
y al andlisis estadistico aplicado, los posibles efectos del tratamiento se esperaban
detectar en la interaccion [tratamiento X cOpula], aunque las diferencias entre afios en el
tamafio de los individuos me llevaron a explorar también las interacciones de este factor
con el “tratamiento” y la “copula”.

Para evaluar el efecto de impedir que el macho efectuara la CCM sobre las demas
variables reproductivas medidas, se realizaron ANDEVASs, utilizando como factores el
“afio” y el “tratamiento” y como variable dependiente los componentes de adecuacion
(Latencia a la Segunda Coépula; Tiempo Transcurrido hasta la Puesta de Huevos -
consideradas en el analisis solo las hembras que pusieron huevos; Niamero de Huevos
Puestos - en un primer analisis se incluyeron las hembras que no pusieron huevos y en un
segundo analisis solo se utilizaron las hembras que pusieron huevos; Niumero de Huevos
Eclosionados - solo se incluyeron las hembras cuyas puestas tuvieron al menos un huevo
gue eclosiond y Porcentaje de Huevos Eclosionados - sélo se incluyeron las hembras
cuyas puestas tuvieron al menos un huevo que eclosiond). Para evaluar si el tratamiento
afect6 el porcentaje de hembras que pusieron huevos, se realiz6 una prueba de Chi
cuadrada; y finalmente para evaluar si el tratamiento afectd la cantidad de ninfas que
murieron antes de ser sacrificadas (ver seccion Disefio del experimento), se utilizé6 una

prueba de Mann-Whitney.

Evaluacién del Efecto de la Manipulacion Experiment al de la CCM sobre la
Paternidad .

Inicialmente se evalud si el nUmero de descendientes que fueron utilizados en los analisis
de paternidad difirié entre las hembras de los dos tratamientos mediante una prueba de
Mann-Whitney. Posteriormente, se puso a prueba la hipétesis que plantea que la CCM
induce cambios fisiolégicos y conductuales en las hembras, que resultan benéficos para
los machos, mediante una evaluacién de su principal prediccion que dice que el

impedirles a los machos realizar la CCM provocara un decremento en la proporcion de



hijos que procrean con las hembras (ver Introduccion). Para esto se compard el valor de
P, (= proporcion de hijos que corresponden al segundo macho que copul6 con la hembra;
Boorman y Parker, 1976) entre los tratamientos, mediante una prueba de Mann-Whitney.

Debido a que existieron casos en ambos tratamientos donde la P, se estim6 a
partir de un nimero muy reducido de hijos, se hizo un segundo analisis s6lo con hembras
con paternidad determinada a 10 o més hijos. El limite de 10 hijos se establecié tomando
en cuenta que las hembras generalmente ponen entre 30 y 40 huevos por puesta, por lo
que 10 hijos representan entre una cuarta y una tercera parte de los huevos de una
puesta tipica.

Todos los andlisis estadisticos fueron realizados con el programa STATISTICA
6.0™.

Analisis de Paternidad

La técnica para determinar la paternidad, fue desarrollada en la Facultad de Ciencias,
UNAM, con la asesoria de la Dra. Blanca Herndndez Bafios y la M. en C. Fabiola Ramirez
Corona. Se utilizaron los marcadores moleculares conocidos como ISSR’s (“Intersimple
Sequence Repeats”). Estos son marcadores dominantes generados de una reaccion de
PCR con un sélo oligonucle6tido, donde la region amplificada representa la secuencia de
nucleotidos entre dos sitios de anclaje de los microsatélites, orientados en cadenas
opuestas del ADN (Zietkiewicz et al., 1994; Wolfe et al., 1998; Haig et al., 2003). Estos
marcadores se caracterizan porque las regiones amplificadas estan dispersas
equitativamente por todo el genoma. Aunque se probaron varios marcadores, se utilizaron
tres que presentaron el patron de bandeo mas polimdrfico, que son los mas adecuados
para realizar los andlisis de paternidad. Los detalles metodologicos de la extraccion del
ADN se presentan en el Apéndice 1, mientras que la técnica para la obtencion de

paternidad se describe en el Apéndice 2.

RESULTADOS

1. Variables No Controladas: Tamafio de los Organism  os y Parasitismo

Los tres ANDEVAS para comparar el tamafio resultaron significativos (H: F; 37=6.18, P =
0.0016; M1: F3 3; = 5.0, P = 0.0052; M2: F3; 33 = 3.08, P = 0.039): El tamafio de los
organismos fue mayor en el 2004 que en 2005 (H: F = 16.34, P = 0.0003; M1: F = 14.56,
P = 0.0005; M2: F =7.24; P = 0.01), pero no hubo diferencia de tamafio entre tratamientos
(H: F=1.1, P =0.3; M1: F=0.004, P = 0.95; M2: F = 0.15, P = 0.7). En ningun caso

fueron significativas las interacciones entre el afio y el tratamiento (H: F = 2.49, P = 0.12;



M1: F =1.24, P =0.27; M2: F = 1.22, P = 0.28). Debido a las diferencias entre afos, los
andlisis estadisticos se realizaron considerando el afio como factor. En el Cuadro 2 se
muestra el promedio, error estandar y tamafio de muestra de cada variable medida en el
experimento.

El nivel de parasitoidismo fue relativamente alto en ambos afos, pero no se
detecto diferencia significativa entre afios en la proporcion de hembras con parasitoides
(aunque la diferencia puede considerarse “marginalmente” significativa) (2004: 4 de 18,
2005: 7 de 12, Prueba de la probabilidad exacta de Fisher, P = 0.052) ni en las de los
machos (M1: 2004: 3 de 18, 2005: 2 de 12, P = 0.68; M2: 2004: 4 de 18, 2005: 5 de 12, P
= 0.23). Tampoco encontré una diferencia en la proporcién de parasitoidismo entre M1 y

M2 agrupando los individuos de ambos afios (Chi cuadrada = 1.49, P = 0.22).

2. Efecto de la Manipulacion Experimental de la ~ CCM sobre la Conducta del

Macho y la Hembra Durante la Cépula
Al evaluar si impedir la CCM afecta el nUumero de veces que los machos intentaron
realizar la CCM, el ANDEVA resulté altamente significativo, (F7, 32 = 15.27, P = 2.2 x 10®),
y explicé cerca de un tercio de la variacion en las frecuencias conductuales (R? = 29.3%).
Es decir los machos incrementaron (entre 2.6 y 3.6 veces, ver Cuadro 2) la frecuencia a la
gue intentaron realizar la CCM cuando se les impidi6 efectuarlo Como se esperaba, no
fueron significativos por si solos el “afio”, el “tratamiento”, la “copula”, ni tampoco la
interaccion [afio X tratamiento X coOpula] (todas las F < 2.61, todas las P > 0.108), sin
embargo las tres interacciones pareadas resultaron significativas. El efecto mas
significativo fue la interaccion [tratamiento X cépula] (F = 79.9, P = 1.1 x 10™°), que fue
resultado de que la frecuencia de intentos de la CCM de los machos impedidos de
efectuar la CCM (12 copula del tratamiento Interrupcién ler macho y 22 copula del
tratamiento Interrupcién 2do macho; Fig. 3) fue mucho mayor que la frecuencia de CCM
de los machos a los que se les permitio efectuarlo (12 copula del tratamiento Interrupcién
2do macho y 22 del tratamiento Interrupcion ler macho; Fig. 3). También fueron
significativas las interacciones pareadas entre el afio y las variables “tratamiento” (F =
8.67, P = 0.0036) y “copula” (F = 8.38, P = 0.0042), ya que la diferencia entre Frecuencia
de Intentos de la CCM y Frecuencia de Eventos de la CCM en el tratamiento Interrupcion
ler macho fue menor en 2004 que en 2005, mientras que en el tratamiento Interrupcion
2do macho fue mayor en 2004 que en 2005 (Fig. 3).

Al evaluar si impedir que los machos efectien la CCM afecta la conducta de la

hembra (duracion de las Patadas y los Jaloneos), el ANDEVA no result6 significativo (F7,



»g = 1.56, P = 0.15), lo que indica que las hembras efectuaron esta conducta con la
misma duracion, independientemente de si fueron apareadas con machos impedidos o no
de efectuar la CCM.

No se encontraron diferencias significativas entre cépulas donde se impidié y
copulas donde se permitié que los machos realizaran la CCM en el porcentaje de copulas
que terminaron espontaneamente o antecedidas por Patadas/Jaloneos (terminaron de
manera espontanea 9 de 121 cépulas donde se permitié que el macho efectuara la CCM y
16 de 121 copulas donde se impidié que el macho la efectuara; Chi cuadrada = 2.19, P =
0.14).

3. Efecto de la Manipulacién Experimental de la  CCM sobre los Componentes
de Adecuacion Medidos.

Duracion de la Copula . EI ANDEVA resultd significativo (F7, 234 = 2.38, P = 0.022),
aunque solo explicé cerca de 4% de la variacion en la duracion de las copulas (R* =
3.9%). Unicamente fue significativo el efecto de la interaccién [tratamiento X copula] (F =
14.21, P = 0.0002; todas las demas F < 2.2 y P > 0.14), lo que indica que las c6pulas con

la CCM impedida duraron menos que aquellas con la CCM efectuada (Fig. 4).

Latencia a la Segunda Cépula. EI ANDEVA no fue significativo (F3 7, = 0.73, P = 0.54), lo
gue significa que la latencia a la segunda cépula no difirié6 entre las hembras que en su

primera copula recibieron la CCM y las que no lo recibieron.

Receptividad Sexual de las Hembras Después de la Pr  imera Cépula . Que una hembra
no recibiera la CCM durante su primera cOpula no afecté su probabilidad de aparearse al
dia siguiente con un segundo macho, ya que todas las hembras se re-aparearon,
independientemente de si en su primer cépula recibieron (66 de 66 hembras) o no (55 de
55 hembras) la CCM.

Porcentaje de Hembras que Pusieron Huevos. Se encontré que el porcentaje de
hembras que pusieron huevos fue idéntico en ambos tratamientos tanto en el 2004
(43.48% vs. 43.33%; Chi cuadrada = 0, P = 0.99), como en el 2005 (29.03% vs. 33.33%;
Chi cuadrada = 0.14, P = 0.71). Al agrupar ambos afios se obtuvieron los mismos
resultados (35.185% vs. 38.095%; Chi cuadrada = 0.11, P = 0.75; Fig. 5).



Tiempo Transcurrido hasta la Puesta de Huevos. Se encontr6 que el ANDEVA no fue
significativo (F3 39 = 1.85, P = 0.15), lo que indica que las hembras de ambos tratamientos

tardaron el mismo tiempo en poner sus huevos.

Numero de Huevos Puestos . Ninguno de los dos ANDEVAs resultd significativo
(incluyendo las hembras que no pusieron huevos: F3 113 = 1.45, P = 0.23, y utilizando sélo
las hembras que pusieron huevos: F3 3= 1.31, P = 0.28), lo que indica que el tratamiento

no afect6 el nimero de huevos puestos por las hembras.

Tiempo Transcurrido Hasta la Eclosion de los Huevos . El ANDEVA no fue
significativo (F3 34 = 1.2, P = 0.32), lo que indica que los huevos puestos por las hembras

de ambos tratamientos tardaron el mismo tiempo en eclosionar.

Numero de Huevos Eclosionados. ElI ANDEVA no fue significativo (Fs 30 = 1.43, P =
0.25), lo que indica que el numero de huevos que eclosionaron fue similar en las hembras

de ambos tratamientos.

Porcentaje de Huevos Eclosionados . El ANDEVA no fue significativo (Fs 39 = 0.9, P =
0.45), lo que indica que el porcentaje de huevos que eclosionaron fue similar en las

hembras de ambos tratamientos.

Mortalidad de las Ninfas. No existieron diferencias significativas entre las hembras de
ambos tratamientos, lo que indica que la cantidad de ninfas que murieron antes de ser

sacrificadas fue similar entre tratamientos (Uini=16, n2-177= 126.5, P = 0.73).

4. Efecto de la Manipulacion Experimental de la  CCM sobre la Paternidad

No se encontro diferencias significativas entre las hembras de ambos tratamientos al
comparar el niumero de descendientes que fueron utilizados en los analisis de paternidad
(Upi=16, n2=17) = 126.5; P = 0.73). Posteriormente, al comparar el valor de P, entre los
tratamientos, no se encontraron diferencias significativas (Ninterrupcien del 1er macho = 16,
Ninterrupcion del 2do macho = 17, U = 104, P = 0.25; Fig.6a), lo que indica que impedir la CCM no
afectd el nimero de hijos. En ambos tratamientos los machos que copularon en segundo
lugar obtuvieron una mayor paternidad (Fig. 6a), aunque existié una gran variaciéon en P,
dentro de cada tratamiento (Fig.6A). En el Cuadro 3 se muestra la mediana, cuartil

superior e inferior y tamafio de muestra de cada una de las variables medidas en las



hembras experimentales que finalmente se analizd su progenie. Al realizar el analisis s6lo
con hembras con paternidad determinada a 10 o mas hijos (ver seccion andlisis
estadisticos) tampoco existieron diferencias entre tratamientos en el ndmero de
descendientes por hembra que fueron utilizados en los andlisis de paternidad (U =32, P =
0.51) y no se encontraron diferencias significativas en P, entre los tratamientos (Ninterrupcion
del 1er macho = 8, N interrupcion del 2do macho = 10, U = 36, P = 0.76; Fig 6b), lo que indica que
impedir la CCM no afecto la cantidad de hijos producidos por los machos. Nuevamente se
observd que en ambos tratamientos los machos que copularon en segundo lugar
obtuvieron una mayo paternidad (Fig. 6b), aunque se volvié a observar una gran variacion

en P, dentro de cada tratamiento (Fig.6B).
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Fig. 3. Frecuencia de eventos/intentos de la CCM en la primer y segunda cépula de las hembras
segun el tratamiento. Interrupcion ler macho: Al primer macho se le impide realizar la conducta
copulatoria, mientras al segundo macho se le permitié efectuarla (linea punteada); Interrupcién 2do
Macho: El procedimiento se invirtié (linea continua). Promedio y +.95 error estdndar es mostrado
en la figura.
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Fig. 4. Duracion de la copula. Las cépulas con la CCM impedida duraron menos que aquellas con
la CCM efectuada. Interrupcion ler macho: Al primer macho se le impide realizar la conducta
copulatoria, mientras al segundo macho se le permitié efectuarla; Interrupcién 2do Macho: El
procedimiento se invirtié. Promedio y +.95 error estandar es mostrado en la figura.
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Fig. 5. Porcentaje de hembras que pusieron o no huevos segun el tratamiento experimental.
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Fig. 6. Proporcién de descendencia procreada por el segundo macho (P2). Fig. A Se grafic6 la P, de todas las
hembras experimentales (Familias A, B, C,...etc.). Fig B. Utilizando s6lo aquellas familias con mas de 10
individuos analizados. Fig. a Se grafic6 mediana y cuartil superior e inferior de P, para cada tratamiento, utilizando
todas las hembras experimentales a las cuales les fue analizada su descendencia, Fig. b Utilizando s6lo aquellas

familias con mas 10 individuos analizados.



DISCUSION

El resultado méas destacado de este estudio fue que, contrario a lo que se esperaba, no
hubo un efecto de la interrupcion de la CCM sobre el éxito de fertilizacion. Se encontré
gue el ultimo macho en copular, independientemente de realizar o no la CCM, tiende a
obtener la mayor proporciébn de la progenie, lo que sugiere que la competencia
espermaética tiene un papel importante en esta especie. Este resultado es similar al de la
gran mayoria de insectos (Fincke, 1984; Gwynne, 1984; Michiels y Dhondt, 1988; Favila et
al., 2005), aunque la precedencia espermatica (P,) en S. marginella no es particularmente
alta, al igual que en la mayor parte de los heteropteros (50-70% - McLain, 1989;
Rubenstein, 1989; Danielssson y Askenmo, 1999; Stutt y Siva-Jothy, 2000; Garcia-
Gonzéles et al., 2003). Un mecanismo congruente de competencia espermatica con este
patrén, es el de desplazamiento de esperma denominado sperm flushing, donde una sola
copula es suficiente para llenar de eyaculado la espermateca (estructura quitinosa de
almacenaje de esperma- Oliver, 2004) de la hembra, por tanto subsecuentes entradas de
eyaculados a esta estructura pueden forzar el desalojo de esperma previamente
almacenado (Simmons, 2001).

El hecho de que los apareamientos con la CCM fueron de mayor duracion, en
comparacion con aquellos sin la conducta masculina, podria sugerir que la funcién de la
CCM es: 1) incrementar la duracion de la copula (Stratton et al., 1996; Hoikkala et al.,
2000; Shuker et al., 2002; Schéafer y Uhl, 2002); 2) incrementar la cantidad de esperma y/o
substancias seminales transferidas a la hembra (Simmons, 2001); 3) incrementar un
mayor desplazamiento de esperma de machos previamente apareados con la hembra, si
es que existiera un mecanismo por el cual desplazard el esperma que la hembra ha
obtenido de cépulas previas como ocurre en otros insectos (Simmons, 2001); o
simplemente 4) evitar la competencia espermética, como por ejemplo ser parte de un
“cuidado de pareja copulatorio” (McLain, 1989; Arnqvist y Danielsson, 1999a; Hosokawa y
Suzuk, 2001). Sin embargo, los andlisis de paternidad, no apoyan estas interpretaciones.

Es importante sefialar que, aunque en general el segundo macho obtuvo la mayor
proporcion de la paternidad en ambos tratamientos, existi6 un amplio rango de variacion
en la paternidad del segundo macho, habiendo incluso casos donde el primer macho
obtuvo la mayor parte de paternidad. Estos resultados se han presentado en otras
especies de insectos (revisibon en Simmons, 2001; Favila et al., 2005), y se han
interpretado como que las hembras podrian estar jugando un papel importante en la

asignacion de paternidad y posiblemente dicha variacion es producto de la eleccion



criptica femenina (Eberhard, 1996). La ausencia de efecto de la CCM sobre la distribucién
de la paternidad entre los dos machos que copularon con las hembras es congruente con
la ausencia de efectos de la CCM en la probabilidad de las hembras de aparearse por
segunda ocasion y en la latencia a la segunda copula. Estos resultados sugieren que en
S. marginella la seleccién podria favorecer en las hembras una falta de periodo refractario
post-cOpula, posiblemente debido a que podrian obtener beneficios directos de cada
apareamiento adicional. Los resultados experimentales de Cuatianquiz (2005) apoyan
esta interpretacion, ya que esta autora encontr6 que las hembras apareadas con dos
machos virgenes producen un mayor niumero de huevos, que las que se aparean una o
dos veces con el mismo macho o las que se aparean con un macho virgen y otro
previamente apareado, lo cual sugiere que existen sustancias en el eyaculado que
incrementan la adecuacion de las hembras. Otra posibilidad es que la CCM tenga un
efecto inhibitorio sobre la receptividad sexual de las hembras, pero que este efecto
funcione a muy corto plazo y no se haya detectado en mi experimento debido a que las
hembras no se expusieron inmediatamente a otros machos, sino hasta 24 horas después
de su primera cépula. Sin embargo, no es claro cuales podrian ser las ventajas de inducir
un periodo refractario corto, cuando las hembras colocan sus huevos de una a dos
semanas después de su segunda copula (Cuadro 2).

Que no se encontrara ningun efecto del tratamiento sobre todos los demas
componentes de adecuacion (Latencia a la Segunda Copula, Receptividad Sexual de las
Hembras Después de la Primera Cépula, Porcentaje de Hembras que Pusieron Huevos,
Tiempo Transcurrido Hasta la Puesta de Huevos, Numero de Huevos Puestos, Tiempo
Transcurrido Hasta la Eclosién de los Huevos, Numero de Huevos Eclosionados,
Porcentaje de Huevos Eclosionados y Mortalidad de las Ninfas) era de esperarse de
acuerdo al disefio del experimento (es decir, ambas “recibieron” la CCM de uno de los
machos, mientras que a su otra pareja se le impidio realizarlo), ya que es muy probable
que las hembras de ambos tratamientos hayan recibido cantidades totales de
estimulacion similares por parte de los dos machos con quienes copularon.

Por otra parte como se habia mencionado las hembras realizan conductas
dirigidas hacia los machos durante la cépula, principalmente hacia el final de esta (aunque
pueden presentarse en menor frecuencia a lo largo de toda la cépula), que sugieren que
su funcién es inducir (Patadas) o forzar (Jaloneos) a los machos a finalizar el
apareamiento. Por tal motivo se esperaba que si la CCM permitia a la hembra evaluar
inmediatamente a su pareja, la hembra aumentaria la frecuencia y/o duracién de patadas

y jaloneos en el momento de interrumpir la CCM. Sin embargo no fue asi; la duracién de



patadas y jaloneos fue la misma independientemente de si la hembra recibia o no la CCM
y los porcentajes de cépulas que acabaron espontaneamente o después de un evento de
Patadas/Jaloneos fueron similares independientemente de esta manipulacién conductual.

¢, Qué puedo concluir con respecto a la pregunta fundamental de este proyecto de
por qué los machos de S. marginella efectian la CCM? La ausencia de un efecto
significativo sobre la paternidad encontrada en el experimento me lleva a concluir que la
CCM actualmente no tiene una funcion adaptativa desde el punto de vista del macho. Sin
embargo, esta conclusion no me permite explicar tres hechos: 1) La existencia de una
conducta compleja, (conformada de al menos cuatro pautas-Oliver, 2004) como la CCM;
2) Que se presente con una frecuencia tan alta en la mayoria de las copulas, donde
ademas del tiempo gastado, la alta frecuencia con que se presenta podria implicar un
costo energético que se evitaria si no se efectuara, y 3) Que los machos hayan
incrementado la frecuencia de la CCM (entre 2.6X y 3.6X) cuando se les impidio
efectuarla.

Por estas razones, existen al menos tres explicaciones alternativas de la posible
funcién de la CCM. Una primera posibilidad, es que en el pasado la CCM si haya tenido la
funcién de estimulacién de la hembra, pero posteriormente el efecto de esta estimulacion
se haya perdido (Wiens, 2001), como por ejemplo al desarrollar las hembras una
resistencia a la CCM. Pero a pesar de haber perdido su funcién posiblemente la seleccion
natural no la ha eliminado porque no representa un costo (o es relativamente bajo) para la
adecuacién de los machos, o tal vez el tiempo evolutivo no la ha acabado de eliminar.
Una segunda posibilidad es que la CCM si tenga una funcion adaptativa, pero el disefio
experimental realizado no me permitié identificarlo, es de destacar que la perspectiva de
este proyecto fue solo ver la importancia de la conducta copulatoria para la adecuacién de
los macho pero no desde una perspectiva femenina. Se podria evaluar por ejemplo si las
hembras realizan asignacion diferencial de recursos hacia las crias de aquellos machos
gue efectien con mayor frecuencia o duracion la CCM (Sheldon, 2000; Edvardsson y
Arnqgvist, 2005). Y una ultima posibilidad es que ni en el pasado ni el presente la CCM
haya presentado una funcién, es decir, solo haberse desarrollado como un efecto

colateral de la evolucion del sistema nervioso de esta especie.



Cuadro 1. Cuadro comparativo en especies de artropodos, sobre el efecto de la Conducta copulatoria masculina (CCM) aparentemente estimulante de la
hembra, sobre distintas variables reproductivas de la hembra que puedan afectar la adecuacion de los machos. Cuando la variable reproductiva evaluada
se encuentra subrayada en el texto, significa que la CCM tuvo algin efecto, en caso contrario, significa que no tiene ningun efecto o no se encontré
evidencia de que la CCM afectara esa variable reproductiva. Si la variable reproductiva se encuentra en cursivas, significa que depende si se manipulé o
no la CCM y adelante se muestra en qué situacién fue cuando tuvo algun efecto la CCM. Abreviaciones del cuadro: T.E.-Tipo de Estudio: (C: Correlativo.-
Donde sélo se observé si existe evidencia correlativa de la CCM sobre alguna variable reproductiva, pero sin realizar ninguna manipulacion, o E:
Experimental.- Cuando se manipul6é de alguna forma la CCM); Componente Evaluado de la CCM - Componente de la CCM que fue evaluado y que
afecta o no variables reproductivas.

Especie Conducta Copulatoria Componente Evaluado de la Variable Reproductiva Evaluada T.E.
(Orden: Familia) Masculina ( CCM) ccMm P (CIE)
Calopteryx Estimulacion con movimientos de  Numero de movimientos de Exito_de Fertilizacion _ (Desplazamiento c®
haemorrhoidalis genitalia del macho a la genitalia  genitalia. de esperma de la Bursa copulatrix* y
asturica. de la hembra. espermateca* de la hembra).
(Odonata:
Calopterygidae . Lo S .
pterygidae) Ancho de la genitalia del macho Exito de Fertilizacion  (Desplazamiento E@®
estimula las sensilas de los platos del esperma de la espermateca*).
cuticulares.
Polistes dominulus Vibraciones y agarra con sus Duracion de la CCM. Copula Exitosa. c®
(Hymenoptera: antenas a la hembra.
Vespidae)
Ozophora baranowskii Movimientos de genitalia del Conjunto de toqueteos, Coépula Exitosa. c®
(Heteroptera: macho (inserciones y repliegues), frecuencia de vibraciones de las El Numero y Porcentaje de huevos fértiles.
Lygaeidae) pequefios golpes a las antenas, alas y movimiento de genitalia.

patas, alas y vibracién de sus
patas.




Especie Conducta Copulatoria Componente Evaluado de la Variable Reproductiva Evaluada T.E.
(Orden: Familia) Masculina ( CCM) CCM (C/IE)
Stenomacra marginella | macho frota con sus patas y Frecuencia de toqueteos, montas Duracién de Cépula. E ®®
(Heteroptera: Largidae)  antenas las antenas, cabeza, y abrazos.
térax y patas de la hembra El macho incrementa la tasa de
(toqueteo), montan y abrazan a intentos por realizar la CCM.
hembra con el mismo
comportamiento.
Drosophila serratay D.  Vibran las alas y producen Efectuarlo Cépula Exitosa. c®
birchii sonido.
(Diptera: Drosophilidae) Efectuarlo Duracion de Cépula_ (Determinado porla ~ E ©©
hembra).
NUmero de progenie.
Sabethes chloropterus Movimientos ritmicos de las patas Duracién de movimientos ritmicos Duracién de Coépula (En Cépula Exitosay C @
(Diptera: Culicidae) medias del macho hacia la con las patas medias del macho. Copula No Exitosa).
cabeza de la hembra, sacudidas Cépula no exitosa.
del macho y movimientos de la
genitalia (Inserciones).
Tribolium castaneum Frotan con los tarsos los bordes Intensidad de la CCM (nGimero de Exito de Fertilizacion (precedencia E @6
(Coleptera: laterales de los hemielitros de la golpes dividido entre la duracion espermatica) = Entre machos no
Tenebrionidae) hembra. de la copula). manipulados ; entre machos
manipulados.
Cantidad de esperma.
Porcentaje de frotamiento a la Beneficio Indirecto (Progenie viable y c®

hembra en padres e hijos; bajo
diferentes densidades de
poblacion.

Atractiva).




Especie
(Orden: Familia)

Conducta Copulatoria
Masculina ( CCM)

Componente Evaluado de la
CCM

T.E

Variable Reproductiva Evaluada (CIE)

Tribolium castaneum
(Coleptera:
Tenebrionidae)

Diabrotica
undecimpunctata
howardi
(Coleoptera:
Chrysomelidae)

Frotan con los tarsos los bordes
laterales de los hemielitros de la
hembra.

Golpes con las antenas del
macho (anteneo) a las antenas,
cabeza y patas delanteras de la
hembra.

Porcentaje del frotamiento a la
hembra.

Mayor velocidad de golpeteo con
las antenas.

Calidad del anteneo del macho
(Se requiere movimiento antenal
completo o simétrico).

Mayor velocidad de golpeteo con
las antenas.

(d)(10)

m

Numero de veces que oviposita la hembra
= entre machos no manipulados ; entre
machos manipulados.

Asignacién Sexual.

Duracién de Cépula.

Cépula Exitosa _(Completa penetracion del C )

edeago y transferencia del espermatéforo).
Beneficio Indirecto (Regalo nupcial
transferido durante la cépula).

Cépula Exitosa. g @12

Copula Exitosa. g 012

Fecundidad de la hembra.

Viabilidad de huevos.

Progenie con desarrollo rapido.
Progenie que se reproduzca rapido.
Progenie mas fecunda.

Distribucién diferencial de recursos a los
huevos.

Progenie con alta probabilidad de
sobrevivir a adulto.

Progenie mas atractiva a las hembras
(hijos con igual calidad de CCM que los
padres).




Especie
(Orden: Familia)

Conducta Copulatoria
Masculina ( CCM)

Componente Evaluado de la
CCM

Variable Reproductiva Evaluada

TE.
(CIE)

Psilothrix viridicoeruleus
(Coleoptera: Melyridae)

Macrodactylus
costulatus,

M. sericinus y
M. sylphis.
(Coleoptera:
Scarabaeidae)

Pholcus phalangioides
(Araneae: Pholcidae)

Schizocosa sp.,
Rabidosa sp.,
Gladicosa sp.,
Hogna sp.,
Isohogna sp.,
Trochosa sp.,
Geolycosa sp.,
Arctosa sp.,
Alopecosa sp.,
Pardosa sp.
(Araneae: Lycosidae)

Pequefios golpes con las patas
del macho en el abdomen de la
hembra; golpes a las antenas,
cabeza y térax de la hembra con
antenas y cabeza del macho.

Movimientos de genitalia
(inserciones y repliegues) del
macho. Frota con su abdomen y
vellosidades los élitros de la
hembra, realiza vibraciones y la

abraza con sus patas.

Movimientos de genitalia
(inserciones ritmicas y
retorcimiento de los pedipalpos

especializados).

Movimientos de genitalia del
macho (inserciones de
pedipalpos especializados y
expansién del hematodocal.**

Mayor nimero de golpes en el
abdomen, antenas, cabezay
térax de la hembra.

Efectuarlo

Rapidez de insercion en los

primeros minutos de la cépula.

Mltiple inserciones de
pedipalpos especializados y
expansién del hematodocal.

Cépula Exitosa
Duracion de Cépula.

Permanecen mas tiempo montados en

la hembra.

Cépula Exitosa (Completa intromision a
estructuras internas de la hembra).

Duracion de Cépula

Predictor de Paternidad
Reapareamiento de la hembra.
Exito de eclosion de huevos.

Duracion de Coépula.

C @)
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Especie
(Orden: Familia)

Conducta Copulatoria
Masculina ( CCM)

Componente Evaluado de la
CCM

Variable Reproductiva Evaluada

TE.
(CIE)

Schizocosa malitiosa
(Araneae: Lycosidae)

Linyphia litigiosa
(Araneae: Linyphiidae)

Phrynus gervaisii
(Amplypygi: Phrynidae)

Movimientos de genitalia del
macho (inserciones de
pedipalpos especilizados).

Movimientos de genitalia del
macho (inserciones y repliegues
repetitivos de los pedipalpos
especializados)

Golpes ritmicos vibratorios del
macho y sacudidas con sus patas
anteniformes

Duracién y nimero de
inserciones o cambio de
pedipalpos especializados.

Pero mayor CCM en la 2% copula.

Duracién y nimero de
inserciones durante la fase de
preinseminacion de la copula.

Rapidez y nimero de Inserciones
durante la fase de
preinseminacion de la copula.

Numero y rapidez de Inserciones
(asociado a la agresividad, fuerza
y habilidad de combate entre
machos).

Efectuarlo pero en una secuencia
predeterminada.

Aumenta en ndmero y duracién
de vibraciones y sacudidas con
su Unica pata.

Reapareamiento de la Hembra.

Exito Fertilizacion (de la primera o

segunda pareja de la hembra).

Exito Fertilizacion de la dltima pareja__ (la
hembra permite el paso del esperma).

Beneficio Indirecto _ (progenie con
competencia metabdlica).

Transferencia Espermatica _ (la hembra
recoge los paquetes espermaticos).

Cépula Exitosa.

can

c@

g @CD

NOTAS: Abreviaciones dentro del cuadro; Cépula exitosa.- Exitosa transferencia del eyaculado; Cépula no exitosa.- No hay transferencia del eyaculado; Efectuarlo.- No evaluaron los
componentes de la CCM, sélo si el macho efectuaba o no la CCM; (*).- Estructuras de almacenamiento de esperma de la hembra y (**).- Sacos membranosos que al expandirse permiten el
movimientos de los escleritos palpales (Eberhard, 2004).

Manipulacién experimental de la CCM

tarsos; (e).- Extirpacion de una antena; (f).- Machos que antenean rapido y machos que antenean lento y (g).- Perdida accidental de una pata anteniforme.
REFERENCIAS: (1).- Cérdoba-Aguilar, 1999; (2).- Romani et al., 2005; (3).- Rodriguez, 1998; (4).- Cuatianquiz y Cordero, 2006; (5).- Hoikkala y Crossley, 2000; (6).- Hoikkala et al., 2000;
(7).- Zsemlye et al., 2005; (8).- Edvardsson y Arngvist, 2000; (9).- Edvardsson, 2005; (10).- Edvardsson y Arnqvist, 2005; (11).- Tallamy et al., 2002; (12).- Tallamy et al., 2003; (13).- Shuker
et al., 2002; (14).- Eberhard, 1993; (15).- Schéafer y Uhl, 2002; (16).- Stratton et al., 1996; (17).- Aisenberg y Costa, 2005 ; (18).- Watson, 1991a; (19).- Watson, 1991b ; (20).- Watson, 1994 y

(21).- Peretti, 2002.

: (a).- Manipulacién del tamafio de la genitalia del macho; (b).- Interrupcién total o parcial de la CCM; (c).- Cepa mutada sin alas; (d).- Extirpacién de



Cuadro 2. Variables medidas en las hembras experimentales de ambos tratamientos (Interrupcién ler macho: Al primer macho apareado con la
hembra no se le permite realizar la CCM, pero a su segunda pareja si; Interrupcion 2do macho: Al primer macho apareado con la hembra si se le
permite realizar la CCM, mientras a su segunda pareja se le impide). Cuando el afio en que se realiz6 el experimento mostré un efecto significativo
sobre los tratamientos, se muestra el promedio * error estdndar y tamafio de la muestra de cada uno de los tratamientos separados por afio (2004/
2005); pero si no afectd, fueron sumados los datos de ambos afios y se mostraron como un sélo dato respectivamente en cada tratamiento.

Variable Interrupcién ler macho Interrupcion 2do macho

Promedio + Error estandar n Promedio + Error estandar n
Tamafio de la Hembra (mmz) 35.42 +1.62 18 33.95+0.88 23
Tamafio del 1ler macho (mmz) 23.89 £0.93 18 24.02 £0.81 23
Tamafio del 2°macho (mm 2) 24.62+1.2 19 24.12 +0.99 23
;rae;‘g”da de Intentos/Eventos de la CCM del 1er 186.39+ 137.29 / 251.9 + 160.34 23/31 71.9+91.74 / 51.79 + 44.44 30/33
Frecuencia de Eventos/Intentos de la CCM del 2do 66.35 + 63.79 / 46.84 + 51.65 23/31 230.66 + 189.69 / 120.3 + 113 30/33
Duracion de Patadas + Jaloneos en la ler copula (seg) 2799.02 + 316.84 52 2935.16+£299.11 62
Duracion de Patadas + Jaloneos en la 2da copula (seg) 3480.52 + 614.86 52 2792.48 +305.83 63
Duracion de la ler copula (min) 114.43 +8.96 54 186.71 £ 26.44 63
Duracion de la 2da cépula (min) 249.54 + 40.04 54 137.57 £19.74 63
Latencia a la 2da copula (seg) 1535.17 +778.15 35 531.63 £ 68.15 40
Tiempo Trascurrido Hasta la Puesta de Huevos (d) 21.316 £5.19 19 20.42 +3.05 24
Numero de Huevos Puestos (*) 9.91 +2.17 54 9.65+1.84 63
NUmero de Huevos Puestos (**) 28.158 + 3.311 19 25.333 £2.568 24
;I;ji?ansl?o Transcurrido Hasta la eclosion de Huevos 26.42 + 6.33 19 32.42 +6.75 24
Numero de huevos eclosionados 23.32+3.84 19 19.42 +3.22 24
Porcentaje de huevos eclosionados 69.62 +8.62 19 70.57 £7.79 24

Notas: Para el andlisis se utilizaron: (*) Todas las hembras experimentales, incluyendo aquellas que no pusieron huevos; (**) Se utilizaron sélo las hembras que pusieron huevos.



Cuadro 3. Variables reproductivas medidas en todas las hembras experimentales que finalmente se analizé su progenie en ambos tratamientos (Interrupcion
ler macho: En la primer copula al macho se le impide realizar la conducta copulatoria masculina a la hembra y en la segunda cépula si se le permite;
Interrupcion 2do macho: el procedimiento se invierte). Mediana [cuartel inferior-cuartil superior] (tamafio de muestra -n) son mostradas en el cuadro.

VARIABLES Mediana (Q;- Qs) (n)
Interrupcion ler macho Interrupcion 2do macho U p
Frecuencia de Intentos/Eventos de la CCM del 1er macho 186 [111-387] (16) 37 [21-72] (17) 24 0.00005
Frecuencia de Eventos/ Intentos de la CCM del 2do macho 43.5 [19-60] (16) 141 [72-229] (17) 42.5 0.0008
Duracién de la ler cépula (min) 86 [60-145.5] (16) 105 [70-140] (17) 126 0.72
Duracién de la 2da cépula (min) 119 [85-158.5] (16) 93 [53 — 125] (17) 91 0.11
Tiempo trascurrido hasta la puesta de huevos (dias) 14.5 [9.5-30.5] (16) 15 [12-20] (17) 130 0.83
Tamario de la puesta 32 [23.5-41] (16) 26 [22-34] (17) 107 0.29
Tiempo Transcurrido Hasta la eclosién de los huevos (dias) 17 [14-18.5] (16) 15 [14-17] (17) 123.5 0.65
Numero de huevos eclosionados 30 [19-38.5] (16) 24 [19-33] (17) 113 0.41
Porcentaje de huevos eclosionados 94.17 [69.87-98.53] (16) 97 [88.89-100] (17) 115.5 0.46
Mortalidad de las Ninfas 20 [15-29] (16) 19 [16-26] (17) 126.5 0.73
Numero de Descendientes Utilizados en los Analisis de Paternidad 8.5 [4.5-16.5] (16) 11 [7-15] (17) 126.5 0.73
Proporcion de Paternidad del 2do Macho (P,) 0.84 [0.5-1] (16) 0.7 [0.25-0.93] (17) 104 0.25




APENDICE 1: PROTOCOLOS DE EXTRACCION DEL ADN DE LA CHINCHE
Stenomacra marginella

Debido al tamafio tan pequefio de las ninfas de primer estadio (aproximadamente 2 mm
de longitud) y a su poca cantidad de tejido, la obtencion de ADN que pudiera ser
amplificado en el PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) era casi nulo (problema no
encontrado con los otros estadios ninfales y los adultos), por lo cual se realizaron
modificaciones al Método de extraccién de CTAB utilizado previamente en otra especie de
chinche (Reguera, 1999) y el método “Miniprep” modificado (utilizado con éxito para otro
tipo de organismos) (Chen y Ronald, 1999) hasta obtener dos protocolos de extraccion de
ADN, uno para las chinches adultas y otro para todos los estadios ninfales, los que a

continuacion se describen:

METODO DE EXTRACCION DE ADN PARA CHINCHES ADULTAS

1.- Antes de realizar la extraccion de ADN se disecta al organismo quitando el contenido
estomacal y posibles parasitos.

2.- Moler completamente la muestra con nitrégeno liquido en el mortero.

3.- Afiadir 400 pl de solucién amortiguadora de extracciéon CTAB 2X (100mM TRIS-HCI,
pH 8.0, 20mM EDTA, 1.4 M NaCl, 2% CTAB), y mezclar bien. Posteriormente trasladar la
mezcla a un tubo nuevo y estéril de 1.5 ml.

4.- Afadir 4 pl de proteinasa K (20 mg/ml) hasta una concentracion final de 0.2 mg/ml.
5.- Incubar durante 30 min. a 65° C.

6.- Centrifugar 6 min. a 13000 rpm. Trasladar el sobrenadante en tubos nuevos estériles.
7.- Agregar un volumen de cloroformo: isoamilico  (24:1). Invertir suavemente un min.
8.- Centrifugar 3 min a 13,000 rpm.

9.- Afadir 200 ul de NH;Ac 5 M (la mitad del volumen).

10.- Incubar en hielo durante 30 min.

12.- Centrifugar 20 min a 14,000 rpm. Trasladar el sobrenadante en tubos nuevos
estériles.

12.- Afiadir 800 pul de etanol absoluto (2 volimenes) y 80 ul de NaAc 3 M, pH 5.2 (0.1
volimenes).

13.- Incubar durante 20 min a -80° C

14.- Centrifugar 10 min a 13,000 rpm. Eliminar el sobrenadante.

15.- Lavar el pellet con 200 pl de etanol 70° C.

16.- Centrifugar durante 10 min a 13,000 rpm. Eliminar el sobrenadante.



17.- Dejar secar los tubos y resuspender en 50 ul TE.
METODO DE EXTRACCION DE ADN PARA LOS ESTADIOS NINFA LES

1.- Moler completamente las muestras con nitrégeno liquido en el mortero.

2.- Afiadir 200 pl de solucién amortiguadora de extracciéon CTAB 2X (100mM TRIS-HCI,
pH 8.0, 20mM EDTA, 1.4 M NaCl, 2% CTAB) en el mismo mortero y mezclar
completamente. Posteriormente trasladar la mezcla a un tubo nuevo.

3.- Afladir 2 pl de proteinasa K (20 mg/ml) hasta una concentracion final de 0.2 mg/ml
4.- Incubar durante 30 min. a 65° C.

5.- Centrifugar 6 min. a 13,000 rpm. Recoger el sobrenadante en tubos nuevos.

6.- Agregar 200 ul (un volumen igual) de cloroformo: isoamilico  (24:1).

7.- Centrifugar 3 min. a 13,000 rpm.

8.- En un tubo nuevo agregar 600 ul de isopropanol frioy trasladar el sobrenadante.
9.- Incubar 12 hrs a -20 C. (se puede quedar toda la noche).

10.- Centrifugar 10 min a 13,000 rpm y eliminar el sobrenadante.

11.- Limpiar el DNA agregado 1 ml de etanol al 70% frio y mover con suavidad.

12.- Centrifugar 10 min a 13,000 rpm y eliminar el sobrenadante.

13.- Dejar secar aproximadamente durante 15 min y resuspender en 25 pl de TE.

Diversas pruebas realizadas con el ADN extraido del protocolo anterior, nos mostraron que

el ADN amplificaba mejor, con el siguiente protocolo de limpieza de ADN:

1) Precipitar el ADN % volumen de NH,Ac 7.5 M y 2.5 volimenes de Etanol frio.

2) Incubar durante 30 min a -20 <.

3) Centrifugar 25 min a 13,000 rpm Yy decantar el sobrenadante.

4) Lavar el pellet con 70 ul de etanol al 70% (frio). Si se despega el pellet volver a
centrifugar durante 10 min a 13,000 rpm.

5) Dejar secar aproximadamente durante 15 miny resuspender en 10 pl de TE o dH,O0.



APENDICE 2: PRUEBAS DE PATERNIDAD

Para las pruebas de paternidad se utilizaron los primers ISSR (Inter-Simple Sequence
Repeat) son microsatélites del tipo di- y trinucleotidos (p.e. AG..., CAG...) que tienen de
cuatro a diez unidades repetidas. La técnica de ISSR es idéntica a las de RAPD’s
(“Random Amplified Polymorphic DNA") (Esselman et al., 1999; Arcade et al., 2000; Lai et
al., 2001; Fernandez et al., 2002), excepto que las secuencias de los primers de ISSR son
disefiadas de regiones de microsatélites y las temperaturas de alineacion son mas altas,
reduciendo de esta forma los artefactos producidos en los RAPD’s (Haig et al., 2003;
Wolfe et al., 1998). Estas bases nos dieron fundamentos para utilizar dicha técnica en
nuestra especie de estudio, por lo que después de haber extraido el ADN, se procedio a
realizar el siguiente protocolo:

Después de extraer el ADN de los adultos fue diluido en una proporcién 4:1 y
limpiado con RNAsa, mientras que el de las ninfas no se diluyd, solo se les aplico 5 pl
RNAsa antes de realizar el PCR. La concentracion de ADN fue determinada con relacion
al marcador de peso molecular lambda (25 ng/ pl), en geles de agarosa al 0.7 %
(invitrogen).

Fueron probados ISSR (de 15 a 23 nuclettidos de longitud) del conjunto de
primers UBC No. 9 Biotechnology Laboratory, University British Columbia

(http://www.michaelsmith.ubc.ca/services/INAPS/Primer_Sets/) y seleccionados finalmente

los de mayor polimorfismo (Cuadro A). Los primer's 827 y 856 se utilizaron para
determinar la paternidad de todos los organismos, solamente en aquellas donde no se
logré determinar la paternidad con estos oligonucle6tidos se prob6 con el primer 809.

Cuadro A.- Oligonucleétidos (primer’s) utilizados para la determinacion de paternidad en la chinche

S. marginella y sus secuencias.

Temperatura de

Primer Secuencia alineacion ()
827 ACACACACACACACACG 46
856 ACACACACACACACACYA 48

809 AGAGAGAGAGAGAGAGG 50




Las cantidades exactas de reactivos (Biogenica, Facultad de Veterinaria, UNAM)

gue se deben aplicar por individuo para el PCR se muestran en la Cuadro B.

Cuadro B. Cantidades exactas de reactivos que se deben aplicar en el PCR por individuo para una

reaccion de 18 /.

CONCENTRACION

18 4R XN
REACTIVOS FINAL/UNIDADES H
dd H,0 4.5
Amortiguador de Reaccién (10 X) 1X 2.0
dntp’s (0.2 mM) (10X) 100 1M de cada uno de los 4 dNTP’s 4.0
Primer 1M 2.0
MgCl, (30 mM) (20X) 2.0
Amplificasa (5 U/zd) 500 U 07U 0.5
ADN 3

Las reacciones fueron amplificadas en un termociclador (Techne-Flexigene)
programado por: 1.5 min a 94C; 40 ciclos de: 30 s a 94C, 40 s a 94C, 45 s a la
temperatura de alineamiento especifica para cada oligonucleétido (Cuadro A), 1.5 min a
72C; finalmente 7 min a 72 y almacenados a 10C. Modificaciones del protocolo
utilizado por Wolfe Laboratory en UBC (http://www.biosci.ohio-

state.edu/~awolfe/ISSR/protocols.ISSR.html). Siempre se utilizé6 un control negativo para

monitorear cualquier posible contaminacion.

Los productos amplificados se corrieron a 120 v en geles de agarosa al 3.5% (3:2
MetaPhor: Seaken, (Cambrex), con Buffer TBE 1X. El marcador molecular utilizado en
todos los geles fue 1 Kb plus ladder (invitrogen) (100 a 1000 pb). La disposicion de los
individuos se muestra en la Fig. Al.

Los geles se tifieron con Bromuro de etidio, se visualizaron con luz ultravioleta y se
fotografiaron usando pelicula Polaroid 667 blanco y negro, asi como con una camara
digital Sony modelo CyberShot DSC-P50.

Registro y analisis de datos. Los primers ISSR son heredados de manera

Mendeliana como dominantes o codominantes (Haig et al., 2003; Wolfe et al., 1998), pero



son interpretados como marcadores dialélicos dominantes, por tanto el alelo dominante
determina la presencia de una banda como que los individuos +/+ y +/- tiene el fenotipo
(1), mientras que los individuos con -/- (ausencia de banda) tiene el fenotipo (0). La
ausencia de una banda es interpretada como perdida de un locus, por delecion de un sitio
de ISSR o un nuevo arreglo cromosoémico (Wolfe y Listons 1998).

Una banda fue definida aqui como un producto o fragmento amplificado de un
tamafio particular, que puede ser identificado repetidamente. Las bandas fueron
identificadas por sus pesos moleculares con respecto al marcador de peso molecular 1 Kb
en cada gel (Fig. Al). Cada banda fue registrada como presente (1) o ausente (0). Las
bandas que no eran claras en un individuo fueron registradas como datos faltantes
(missing data). Se supuso que cada banda se considera como un locus independiente.

Para la reconstruccion de las relaciones de parentesco se generd una matriz de
similaridad por cada familia (N = 33) utilizando el coeficiente SM (Coeficiente pareado
simple - Sokal y Sneath, 1963), posteriormente se agruparon mediante UPGMA (Ntsys) y
se generé un dendograma utilizando el programa estadistico NTSYS-pc versién 2.01.
(Fig. A2).

Fig. Al. Disposicion de los individuos en el gel de agarosa (al 3.5%) para la determinacion de
paternidad de los machos. Lad.-Ladder 1Kb plus; ¢ .- Hembra sometida al tratamiento (madre de la
descendencia); 4'1.- Primer macho con el que se apareo la hembra; 32.- Segundo macho con el
que se apareo la hembra; Fy F,...F,.- Descendencia a determinar paternidad. La misma disposicion
de los individuos se utiliz6 en ambos tratamiento.



F3m

F3p2
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Fig. A2. Ejemplo de una familia (F3) para la reconstruccién de las relaciones de parentesco: F3m
(hembra experimental), F3pl (primer macho con el que se apareo la hembra), F3p2 (segundo
macho con el que se apareo la hembra), F3H1, F3H2...F3HN (descendencia analizada). Se generé
una matriz de similitud por familia, utilizando el coeficiente pareado simple (SM), posteriormente se

agruparon mediante UPGMA (Ntsys) y se gener6 un dendograma utilizando el programa
estadistico NTSYS-pc.
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