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RESUMEN

Se ha propuesto que la expresién de los caracteres extravagantes masculinos podrian ser
utilizados por las hembras como indicadores honestos de la condicion del macho, mas
especificamente de su capacidad inmune. Un ejemplo de tales caracteres es la pigmentacién alar
de algunas especies de libélulas, el cual es un caracter bajo seleccion sexual. El pigmento que
da el color alar en estos animales esta hecho de melanina, la cual se deposita cuando el animal
alcanza su madurez sexual. De manera interesante, la melanina también es usada en el sistema
inmune para encapsular y eliminar parésitos. En este estudio se investigd una posible
correlacién entre la cantidad de pigmentacion alar, la respuesta inmune (via melanizacion), la
presencia de parésitos gregarinos y la cantidad de grasa corporal en machos territoriales y no
territoriales de dos poblaciones de la libélula Hetaerina titia, en el rio La Palma y rio Otapa en
Los Tuxtlas, Veracruz. Los machos de esta especie poseen una pigmentacion alar muy
conspicua con patrones negros y rojos. Se investigé si: (a) los machos territoriales tienen alas
mas pigmentadas (negra y roja), una mejor respuesta inmune y mayores reservas energéticas
gue los no territoriales, (b) la pigmentacién se relacionaba positivamente con la inmunidad, las
reservas energéticas y supervivencia en el sitio de estudio y (c) si existe alguna relacion entre la
pigmentacién y la presencia de paréasitos gregarinos. Los resultados indican que: (1) Los machos
territoriales tenian mayor area pigmentada color negro en las alas, mejor respuesta inmune y
mayores reservas energéticas que los no territoriales, (2) el area relativa pigmentada color negro
correlaciona positivamente con la inmunidad, (3) los machos méas pigmentados sobreviven mas
en el sitio de estudio y (4) los machos mas pigmentados tienen menos presencia de parasitos
gregarinos. Sin embargo, se encontrd que el pigmento rojo no correlaciona con ningun aspecto
de la condicién masculina, y hasta correlaciona positivamente con la presencia de parasitos. Se
interpretan estos resultados en términos de la evolucion de la pigmentacién dentro de la familia
Calopterygidae. Nuestros resultados sugieren que Hetaerina titia tiene una posicién intermedia
entre Calopteryx, un género menos derivado, que el resto de las Hetaerina, el género basal de la
familia.

ABSTRACT

According to sexual selection theory, the expression of courting traits is an honest indicator of
male condition, more specifically male immune ability. Wing pigmentation in some damselfly
species is a character under sexual selection. The underlying wing pigment is made of melanine,
a protein which is also used by the immune system to encapsulate and kill parasites. Here we
investigated if there is a correlation between immune ability (via melanization), wing
pigmentation, fat reserves and number of parasites in Hetaerina titia, a calopterygid damselfly
whose males show a conspicuous wing pigmentation pattern with red and black colors. We
tested whether: (a) territorial males had more pigmented wings (red and black), more intense
melanine-based immune response (encapsulation response to a nylon filament implant) and
higher fat reserves than non-territorial males; (b) pigmentation is related to immunity, fat
reserves and survival in the study site; (c) there is a relation between the parasite load and
pigmentation. Our results indicate that (1) territorial males had more wing pigmentation (black),
higher immune responses and fat reserves than non-territorial males; (2) black pigmentation was
also correlated with immunity, (3) more pigmented males survived more days in the study site
and (4) more pigmented males had fewer parasites. However, the red color did not correlate
with any aspect of male condition. We interpret these results in relation to the evolution of
pigmentation in the Calopterygidae family. Our results suggest that Hetaerina titia may have an
intermediate position between Calopteryx, a less derived genus, and Hetaerina, a more basal
one in the family.



INTRODUCCION
La Teoria de la Seleccién Sexual

Uno de los grandes problemas que enfrent6 la teoria de la seleccion natural
cuando fue propuesta por Darwin en 1859 fue explicar el origen y mantenimiento de
caracteres conspicuos en los machos de una gran variedad de especies animales.
Ejemplos de estos caracteres son los colores llamativos del plumaje de ciertas aves,
cantos y despliegues de cortejo extravagantes también presentes en estos animales, asi
como las astas en ungulados y escarabajos (revisado por Andersson, 1994). Estos
caracteres tendrian varias desventajas, pues al ser mas llamativos, podrian hacer a sus
portadores mas susceptibles de ataques por depredadores lo que finalmente llevaria a

una reduccion de la supervivencia de éstos.

Darwin pensé que estos caracteres habian evolucionado y se mantenian gracias a
un mecanismo totalmente distinto al de seleccion natural, al cual llamé seleccion sexual.
Este tipo de seleccidn, a diferencia de la natural, se centra solo en la reproduccion, en
especifico por el éxito en la fertilizacion. Darwin denomind a los caracteres conspicuos
favorecidos por este tipo de seleccidn caracteres sexuales secundarios (CSS), ya que su
relacion con la reproduccion es menos directa que otros caracteres como son los

genitales, a los cuales les considero caracteres sexuales primarios (Darwin, 1871).

Asimismo, Darwin mencion6 ademas que la evolucion y mantenimiento de los
CSS se debe a cualquiera de dos procesos; el primero se refiere a la competencia entre
machos, también llamada seleccion intrasexual. En este proceso, los individuos de un
mismo sexo se enfrentan directa o indirectamente para tener acceso al sexo opuesto. Por
ejemplo, los machos de elefantes marinos (Mirounga angustirostris) (Le Boeuf, 1974) y
de algunas especies de cérvidos como el ciervo rojo (Cervus elaphus) (Clutton-Brock et

al., 1979) pelean directamente por el acceso a hembras. El otro proceso es la eleccion



femenina, también Ilamado seleccion intersexual, donde los individuos de un sexo,
usualmente las hembras, discriminan entre machos para aparearse. Por ejemplo en la
golondrina de mar (Sterna fuscata) los machos ofrecen comida a la hembra durante el
cortejo y éstas los eligen con respecto a la cantidad de alimento ofrecida (Nisbet, 1977).

Ya sea en el proceso de seleccion intra o intersexual, la presencia de CSS mas
elaborados 0 mas conspicuos confieren a sus portadores mayores ventajas en la
competencia por pareja: mientras mas intensamente se expresen, mayor nimero de hijos
(revisado por Andersson, 1994).

A principios del siglo XX, Fisher (1930) propuso que los machos con CSS mas
conspicuos no eran necesariamente mejores en términos de condicion (visto este
concepto como el estado de salud o el estado energético del individuo) o supervivencia
gue los que no poseen estos caracteres. La Unica ventaja que estos machos tenian sobre
otros es que las hembras los consideran atractivos y es en ese sentido que los escogen
como pareja. Segun Fisher, los machos atractivos consiguen mas apareamientos y dejan
mas descendencia a las siguientes generaciones, pasando sus genes de CSS mas
conspicuos a sus hijos macho, mientras que las hembras pasan sus genes de escoger
machos atractivos a sus hijas hembra, lo que propicia que esta caracteristica se
mantenga en la poblacion. Esta teoria fue bien aceptada como la explicacion al origen y
mantenimiento de los CSS, sin embargo en los afios setenta una nueva teoria desafid
estas ideas (revisado por Kokko et al., 2002). Zahavi (1977) propuso que los CSS
podrian ser costosos de producir, por lo que funcionarian como indicadores de la
condicion o vigor del macho. Esta hipotesis, a diferencia de la de Fisher, sugiere que los
CSS sefializan la condicion del individuo de manera “honesta” ya que sélo los machos
en buena condicion pueden desarrollar CSS mas intensos. Es poco probable, segln

Zahavi, tener individuos “tramposos”, es decir que su condicion no sea reflejada por los



CSS, ya que si la expresion de cierto caracter aumenta con la “calidad” o condicién del
macho, entonces el costo de producir CSS més extravagantes debe ser mayor para
individuos de menor calidad (Zahavi, 1977). Segln esta idea se debe encontrar una
relacion positiva entre la condicion del macho y la expresion de los CSS. Entonces las
hembras, al elegir a los machos con CSS maés elaborados habrian evaluado su condicién,

la cual, si tiene una base heredable, pasaria a los hijos.

Caracteres Sexuales Secundarios y Respuesta Inmune en Insectos

Una hipo6tesis mas reciente en insectos ha propuesto una base fisioldgica a las
ideas de Zahavi. Esta hipétesis vincula la expresion de CSS con la capacidad inmune
del individuo (Rolff y Siva-Jothy, 2003; Schmid-Hempel, 2005). Uno de los ejemplos
de este vinculo, es el caso de la defensa inmunolégica via melanizacién en insectos. Los
dafios mecanicos o la presencia de cuerpos extrafios como parasitos u otros patégenos
metazoarios dentro del cuerpo de un insecto resulta en la deposicion de melanina
alrededor del cuerpo extrafio o del tejido dafiado. El depdsito de este pigmento, que es
un polimero formado por muchas unidades de indolequinonas, aisla al cuerpo extrafio,
lo que puede impedir o retardar el crecimiento de éste Ultimo para, eventualmente,
matarlo de inoxia, hambre o intoxicacion (Cerenius y Sdderhall, 2004). De manera
interesante, la melanina se utiliza para otras funciones fundamentales. Una de éstas es
que es la base del pigmento alar en algunos insectos, lo que puede dar lugar a un uso
compartido de recursos, asi como a posibles conflictos en el uso de este polimero si es
que la melanina es limitante para el individuo. Hooper y colaboradores (1999) sugieren
que efectivamente esta Gltima premisa es cierta, ya que la melanina, al ser sintetizada a
partir de un aminoacido esencial, la fenilalanina, la cual sélo se obtiene de la dieta,

sugiere que sélo aquellos individuos con mejor capacidad competitiva por obtener



alimento, podrian fabricar melanina suficiente para las distintas funciones. Algunos
estudios, de hecho, apoyan el supuesto de que al usar melanina en la respuesta inmune,
el animal enfrenta compromisos (del inglés “trade off”) al no poder asignar este
polimero a otras funciones (Siva-Jothy, 1999, 2000). Esto hace a la melanina un
compuesto ideal para poner a prueba ideas sobre conflictos en el uso de recursos entre

sistema inmune y produccion de CSS.

Seleccion Sexual en Libélulas de la Familia Calopterygidae

Los insectos del orden Odonata (libélulas y caballitos del diablo) han sido muy
utilizados en estudios de seleccion sexual (revisado por Corbet, 1999). En particular,
una familia que ha Ilamado mucho la atencién es la Calopterygidae (revisado por
Cordoba-Aguilar y Cordero Rivera, 2005). Los machos adultos de la mayoria de
especies de esta familia poseen patrones especificos de pigmentacion alar (Silsby, 2000;

Figura 1).

Fig. 1. Muestra de machos de calopterigidos con diferentes patrones de pigmentacion alar,
a) Calopteryx virgo, b) Calopteryx splendens, ¢) Mnais pruinosa, d) Hetaerina americana
(Fotos cortesia de J. Contreras Gardufio y G. Jimenez)



Después del estado larvario y la emergencia como adulto, la libélula entra en un
periodo llamado teneral, donde su cuerpo es muy fragil, el pigmento alar no se ha
producido ni fijado y su vuelo es erratico y débil. Esta etapa dura normalmente 24 hrs
desde la emergencia (Corbet, 1999) y es durante este periodo y algunos dias
subsecuentes (hasta 7 dias; Cdrdoba-Aguilar, 1993) que el animal se dedica a
alimentarse para acumular reservas energéticas antes de la maduracion sexual (Plaistow
y Siva-Jothy, 1996). Posiblemente, los machos utilizan este alimento para acumularlo
en musculos toracicos y compuestos lipidicos que estan involucrados en el vuelo, asi
como en la pigmentacion alar (Hooper et al., 1999).

El deposito de pigmento en las alas en los machos culmina cuando el animal
alcanza la madurez sexual (Cérdoba-Aguilar, 1993) permaneciendo invariable en
cantidad el resto de la vida del individuo (Cordoba-Aguilar, 2002; Siva-Jothy, 2000).
Algunos ejemplos de estos patrones de pigmentacion se puede encontrar en los dos
géneros mas representativos de esta familia: un pigmento alar rojo en la base de las alas
que es tipico del género Hetaerina (Figura 1d), y un pigmento negro o café oscuro
cubriendo casi toda el ala que es tipico del género Calopteryx (Cordoba-Aguilar y
Cordero-Rivera, 2005; Figura 1 a y b). Curiosamente, es durante la etapa pre-madura
que el adulto se encuentra mas expuesto a infecciones por parésitos gregarinos
(Protozoa), los cuales son ingeridos a través de las presas, usualmente mosquitos, los
cuales sirven como vectores, de las que la libélula se alimenta (Abro 1987, 1990). Las
gregarinas se adhieren a la parte interna y posterior del intestino del adulto, donde se
alimentan a expensas de la comida que ingiere la libélula (Siva-Jothy y Plaistow, 1999).
Abro (1987, 1990) propone dos maneras en las que las gregarinas pueden afectar a los
odonatos. La primera es que al utilizar el alimento ingerido por hospedero, el parasito

reduce el aporte energético a obtener por la libélula. Una segunda via es que al adherirse



el parésito a la pared del intestino, éste cause una herida que permita la entrada de otros
agentes patdgenos como bacterias y hongos al resto del cuerpo. Siva-Jothy (2000) y
Coérdoba-Aguilar (2002) proponen que la presion por gregarinas resulta ademas en que
las libélulas se vean obligadas a destinar mas recursos al sistema inmune, lo que hace
que otras funciones vitales, que comparten usos en comin con el sistema inmune se
descuiden. Estos parasitos han sido sefialados como una fuerte presion de seleccion de
muchas especies, ya que al parecer tienen un alto impacto en la reduccion de la
adecuacion de las libélulas, como es la supervivencia (Abro, 1990; Contreras Gardufio
et al., 2005), la defensa de territorios (Cdrdoba-Aguilar, 2002) y la eleccion de pareja
(Siva-Jothy, 1999; Cdrdoba-Aguilar et al., 2003, Cérdoba-Aguilar, 2002), asi como en
la cantidad de grasa corporal utilizada por el macho en la actividad de vuelo durante
encuentros agresivos por territorios con otros machos (Siva-Jothy y Plaistow, 1999).
Una vez maduros sexualmente, los machos calopterigidos se dirigen a cuerpos
de agua corriente como arroyos Y rios, para tratar de obtener y defender un sitio de
oviposicion. Las hembras se acercan a estos lugares solo cuando han madurado huevos
(Corbet, 1999). Sin embargo, no todos los machos pueden obtener un territorio.
Algunos de los factores mas importantes que influyen en la adquisicion de un territorio
son la cantidad de masa muscular y la grasa (Marden y Waage, 1990; Plaistow y Siva-
Jothy 1996; Koskimaki et al., 2004; Contreras-Garduiio et al., 2006; Serrano-Meneses
et al., 2007), ya que para la obtencion y defensa de territorios los machos deben sostener
enfrentamientos en vuelo con otros machos, lo que les demanda gran cantidad de
reservas energéticas. Tener un territorio es de suma importancia, ya que las hembras se
aparean casi exclusivamente con machos territoriales (e.g. Waage, 1973, 1979; Plaistow
y Siva-Jothy, 1996; Cérdoba-Aguilar, 2000). Por ejemplo, se ha sugerido que el éxito

reproductivo de machos territoriales puede llegar a ser mil veces mayor que en machos



no territoriales en Calopteryx splendens (Plaistow y Siva Jothy, 1996).

Durante las peleas por defensa de los territorios los machos vuelan en circulos,
desde unos minutos hasta varias horas, donde ocasionalmente se golpean con las alas
(e.g. Plaistow y Siva-Jothy, 1996, 1999). Los machos que son territoriales o resultan
victoriosos en las peleas por territorios tienen mas grasa corporal que los perdedores o
no territoriales. (Plaistow y Siva Jothy, 1996; Marden y Waage, 1990; Contreras-
Gardufio et al., 2006; Serrano-Meneses et al., 2007). Una situacion interesante es que
estos machos exitosos (es decir, con mayores reservas energéticas) también tienen a
menudo mayor pigmentacion alar (Contreras-Gardufio et al., 2006) por lo que se ha
sugerido que la pigmentacidn puede servir como un indicador de la condicion energética
del animal (Koskiméki, 2004; Contreras-Garduiio et al., 2006; Serrano-Meneses et al.,
2007).

La pigmentacion alar también estd relacionada con otros aspectos de la
condicidn del individuo. Por ejemplo, Grether (1996) encontrd en Hetaerina americana
que aquellos machos con mayor pigmentacién defienden territorios por mas tiempo y
tienen una tasa de supervivencia mas alta. Parte de la base de esta capacidad quizas
radique en una mejor capacidad inmunoldgica, ya que se ha visto que los machos con
mas pigmentacion también tienen menos parasitos eugregarinos (Siva-Jothy, 2000;
Cordoba-Aguilar, 2002; Tsubaki y Hooper, 2004), asi como respuestas inmunes mas

intensas (Rantala et al., 2000; Siva-Jothy, 2000; Contreras-Gardufio et al., 2006).

Competencia masculina, Eleccién Femenina y Pigmentacion Alar en Calopterygidae
Estudios en el género Hetaerina han mostrado que la pigmentacion alar y las
reservas de grasa estan estrechamente relacionadas, por lo que la pigmentacion alar

funciona como indicador de la condicion energética del animal durante la competencia



entre machos (Contreras-Gardufio et al., 2006; Serrano-Meneses et al., 2007). El hecho
de que en el género Hetaerina no se tiene ninguna evidencia de que exista cortejo
precopulatorio (Grether, 1996) ha llevado a pensar que la pigmentacion alar sélo se
mantiene por competencia entre machos.

Por otro lado, en el caso del género Calopteryx, la pigmentacion alar esta
moldeada por procesos tanto de seleccidn intra como intersexual. Intrasexual, ya que los
machos mas pigmentados son los que resultan ganadores en contiendas por territorios
(Cordoba-Aguilar, 2002). Intersexual, ya que previo a la copula los machos cortejan a
las hembras y éstas podrian elegir en base al pigmento alar de éstos. Durante el cortejo
el macho vuela alrededor de la hembra, manteniendo las alas posteriores inmdviles,
mientras que el vuelo es sostenido con las alas anteriores (Pajunen, 1966; Krumar y
Prasad, 1977; Higashi, 1981; Siva-Jothy, 1999; Cérdoba-Aguilar, 2000). No todos los
eventos de cortejo culminan en la copula y se ha visto que machos que poseen mas
pigmentacion alar son mas exitosos en la obtencion de copulas (Siva-Jothy, 1999;
Cordoba-Aguilar, 2002). Posiblemente, los machos muestren a las hembras su
condicion a través del cortejo (Siva-Jothy, 1999; Cérdoba-Aguilar, 2002) y las hembras
elijan a los machos con base en la pigmentacion alar. Los aspectos de la condicién que
probablemente se indiquen a las hembras son la resistencia a parésitos (Siva-Jothy,
1999, 2000; Cdrdoba-Aguilar, 2002) y/o la capacidad inmunoldgica (Siva-Jothy, 1999).
Esto se ha visto en estudios en Calopteryx que muestran una correlacion positiva entre
la cantidad de pigmento alar y la cantidad de melanizacion (Rantala et al., 2000, Siva-
Jothy, 2000) y una correlacion negativa entre el pigmento y el nimero de gregarinas
(Siva-Jothy y Plaistow, 1999; Siva-Jothy, 2000; Cordoba-Aguilar, 2002; Cordoba-
Aguilar et al., 2003; Tsubaki y Hooper, 2004).

Contreras-Gardufio y colaboradores (2006) han planteado una hipdtesis al



respecto de la evolucion del pigmento alar en la familia. Dado que Hetaerina es un
género mas basal en la familia Calopterygidae, del cual derivé Calopteryx (Dumont et
al., 2005; Figura 2), probablemente la pigmentacion alar roja se vio inicialmente
favorecida en esta familia a través de procesos de competencia entre machos para
comunicar las reservas de grasa a machos coespecificos. La pigmentacion negra se
habia visto favorecida posteriormente debido a procesos de eleccion femenina en
Calopteryx, gracias a la presion por parasitos (Siva-Jothy, 2000). Un argumento a favor
de esta hipotesis es la presencia de parésitos eugregarinos en Calopteryx, lo cual no
ocurre en la mayoria de especies de Hetaerina (Cordoba-Aguilar, datos sin publicar). El
hecho de que el cortejo precopulatorio sélo se dé en Calopteryx y no se presente en
Hetaerina sugiere que esta conducta no ha evolucionado como una forma de los machos

de mostrar su resistencia a parasitos gregarinos, dada la ausencia de éstos en Hetaerina.

Calopteryx

Matrona

Mnais

| g

L——| Hetaerina

Fig. 2. Filogenia de la familia Calopterygidae donde se muestran los géneros de esta

familia (seguin Dumont et al., 2005)



La Especie de Estudio: Hetaerina titia

Hetaerina titia es una especie de la familia Calopterygidae que se distribuye
desde el sureste de los Estados Unidos de Norteamérica, México y se extiende hasta
Costa Rica (Abbot, 2005). La temporada de vuelo va de marzo a noviembre y se
encuentra en habitats como arroyos y rios (Abbot, 2005). En los machos la cabeza es de
color café oscuro a negro, mientras que el pterotorax varia desde rojo iridiscente a
negro, con regiones laterales de color café verduzco. Las alas de los machos son
altamente variables, pero el cuarto basal de ambas alas es rojo. El resto de las alas puede
variar de color claro a negro y generalmente las alas posteriores tienen mas extendido el
color negro (Figura 3). Las hembras son similares a los machos, pero la cabeza es mas
clara. En estas, el pterotorax es verde iridiscente y el abdomen varia de verde iridiscente
a café. Las alas varian de color ambar a café claro (Abbot, 2005).

Esta especie resulta muy interesante, ya que los machos comparten patrones de
pigmentacion alar de los dos grandes géneros de la familia Calopterygidae y que han
evolucionado por diferentes procesos: rojo, tipico de Hetaerina, favorecido por
competencia entre machos (Grether, 1996) y negro, tipico de Calopteryx, favorecido por
eleccion femenina y competencia entre machos (Siva-Jothy, 2000; Cérdoba-Aguilar,
2002).

En H. titia aun no se han hecho estudios sobre conducta reproductiva,
pigmentacion alar y estatus social por lo que este estudio se enfocard en esos aspectos
en esta especie. Se pretende poner a prueba la idea de que la pigmentacién refleja la
condicion del individuo entendida como la supervivencia, las reservas de grasa, asi
como la respuesta inmune. Se pretende saber como estos diferentes pigmentos

correlacionan con los aspectos de condicion arriba mencionados. Ademas de ayudar a



entender la conducta sexual de esta especie, los resultados ayudardn a entender la
posible evolucién de los patrones de pigmentacion alar en la familia Calopterygidae,
donde H. titia podria ser una especie que muestre la transicion evolutiva entre Hetaerina

y Calopteryx al tener presente ambos pigmentos alares.

Fig. 3. Macho sexualmente maduro de Hetaerina titia mostrando los patrones negros y
rojos de pigmentacion alar.



OBJETIVOS

0]

Investigar si hay una diferencia en la cantidad de la pigmentacion alar roja y
negra en machos territoriales y no territoriales.

Investigar si hay una relacion positiva entre la cantidad de pigmentacion alar
roja y negra con la respuesta inmune via melanizacién en machos territoriales y
no territoriales.

Investigar si existe una relacion positiva entre la pigmentacion alar roja y negra
y la grasa corporal en machos territoriales y no territoriales.

Conocer si la pigmentacion roja y negra correlaciona positivamente con la
supervivencia.

Investigar si existe una relacion entre la carga parasitaria y la pigmentacion alar

roja y negra en machos territoriales y no territoriales.

PREDICCIONES

o Dado que en otras especies del género Hetaerina no se presenta cortejo

precopulatorio (Grether, 1996), se espera gque en esta especie tampoco se presente.

o0 Debido a que en especies del género Hetaerina se ha observado que los machos

territoriales estan mas pigmentados que los no territoriales (Contreras-Gardufio et

al., 2006), se espera que en esta especie los machos territoriales posean mas

pigmento negro y rojo que los no territoriales.

o Dado que se ha observado una correlacién positiva entre la pigmentacién alar y la

intensidad de la respuesta inmune en especies de la familia Calopterygidae (Rantala

et al., 2000; Siva Jothy, 2000; Contreras-Gardufio et al., 2006), se espera que en

Hetaerina titia se presente esta correlacién positiva entre la cantidad de pigmento

rojo y negro y la capacidad de la respuesta inmune via melanizacion en machos



territoriales y no territoriales. Se espera ademas, que los territoriales monten una
respuesta inmune mas intensa.

Dado que se ha encontrado que la capacidad inmune estd relacionada con la
expresion de CSS en invertebrados (revisado por Lawniczak et al., 2007), se
esperaria que los machos con mayor pigmentacion alar roja y negra tengan menor
carga parasitaria.

Dado que en especies del género Hetaerina se ha observado que existe una
correlacion positiva entre la cantidad de pigmento y las reservas de grasa corporal
(Contreras-Gardurio et al., 2006; Serrano-Meneses et al., en prensa), se espera que
en H. titia se presente esta misma correlacién tanto con el pigmento rojo como con
el negro. Se espera también que los territoriales tengan mas grasa y méas pigmento.
Debido a que se ha observado una correlacién positiva entre los dias de
supervivencia en el sitio de estudio y la pigmentacion alar en machos del género
Hetaerina (Grether, 1996), se espera que en esta especie se de esta misma

correlacion.



MATERIALES Y METODOS

El Sitio de Estudio

Durante todo el mes de julio de 2005 se estudid una poblacion de H. titia en el
rio La Palma en la Reserva de la Biosfera de Los Tuxtlas, la cual se localiza en la parte
sur de la llanura del Golfo, en la porcion sureste del estado de Veracruz (Figura 4). El
rio La Palma (18°33742.69 N 95°03°35.05 W) se encuentra en el poblado homénimo,
ubicado a unos pocos kilometros al sureste de la Estacion de Biologia Tropical Los
Tuxtlas de la Universidad Nacional Auténoma de México. Se colectaron muestras de
este rio en julio de 2005 (territoriales N=18, no territoriales N=18), asi como en julio de
2006 (territoriales N=20, no territoriales N=20).

Durante los dias 18 al 26 de mayo de 2006 se colectaron 33 machos de
Hetaerina titia del rio Otapa (18° 41" N 96° 23" W), que se encuentra también en la
Reserva de la Biosfera de Los Tuxtlas (Fig. 4), unos kilometros al norte de la Estacion

de Biologia Tropical Los Tuxtlas de la Universidad Nacional Autbnoma de México.
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Fig. 3. Mapa de la Reserva de los Tuxtlas en Veracruz, México.

Observaciones Generales de Conducta Sexual y Supervivencia

En el rio La Palma, durante cuatro dias de julio de 2005 se marcaron 57 machos
con dos puntos de colores (no téxicos) en el torax (cada macho con una combinacion
diferente de colores), lo que permitio distinguirlos de manera individual. Junto con el
marcaje, se tomaron fotos digitales de las alas de cada individuo (camara Canon
Powershot A80). Se manipularon los animales por aproximadamente 2 minutos,
sumando el tiempo de marcaje y la foto. Es poco probable que este método de marcaje
afecte el comportamiento de estos animales, especialmente por tres razones: a) en caso
de que la informacion sobre la habilidad territorial se transmita a los coespecificos en
Hetaerina, esto seria a través de la pigmentacion alar y no corporal; b) resultados de

estudios con otras especies en donde se utiliza el mismo protocolo de marcaje, muestran



que no se tienen efectos en el comportamiento natural de las libélulas (e.g. en
Calopteryx haemorrhoidalis; Cérdoba-Aguilar, 2002); c¢) después de la manipulacién
los animales tardaron de 1 a 4 minutos en volver a sus actividades normales (e.g.
defensa de territorios).

Se registré también la edad de los individuos marcados segun los criterios
morfolégicos de Cordoba-Aguilar (1994) dividiendo a los machos en tres categorias: 1)
juveniles, con colores intensos y brillantes y alas transparentes, 2) maduros, con colores
menos brillantes e intensos en el cuerpo y alas pigmentadas, 3) viejos, con coloracion
corporal obscura y opaca y alas papirdceas (es decir fragiles y quebradizas) y
usualmente con las puntas rotas. En este estudio se utilizaron solamente machos de la
categoria 2, para que la edad no representara una diferencia en el desempefio de los
machos para defender un territorio o montar la respuesta inmune, (e.g. podria ser que
los machos de categorias 1 y 3 tuvieran muy pocas reservas de grasa 0 respuesta inmune
pobre; Contreras-Gardufio et al., 2006).

De aproximadamente 0900 a 1100 hrs de cada dia se llevo a cabo un censo por
los 20 dias que dur6 el estudio. Estos censos permitieron construir una relacion entre
pigmentacion y supervivencia de los machos en el sitio de estudio. Después de cada
censo, entre las 1100 y hasta las 1500 hrs aproximadamente, se hicieron observaciones
focales de cada animal para asignar el estatus social (territorial o no territorial) y el
comportamiento sexual (peleas y copulas). Se observaron aproximadamente 4 machos
por dia. Para la asignacion del status se siguieron los criterios utilizados por Coérdoba-
Aguilar (2000) donde aquellos machos que permanecieron en el mismo sitio por mas de
un dia y mostraron conducta agresiva hacia otros coespecificos (vuelos de frente)
regresando al mismo sitio después de cada enfrentamiento se clasificaron como machos

territoriales, mientras que los que no lo hicieron se designaron como machos no



territoriales.

Medicién de la Respuesta Inmune via Melanizacion

Para investigar la capacidad de la respuesta inmune y su relacion con la cantidad
de pigmento alar se aplicé un reto artificial que simulé la infeccion por patdgenos (ver
Siva-Jothy, 1999; Yourth et al., 2002; Contreras-Garduiio et al., 2006). Para esto se
utilizé la insercion de implantes de nylon en el abdomen, lo cual ha sido usado
ampliamente para investigar la intensidad de la respuesta inmune celular en insectos.
(ver Wiesner, 1991; Contreras-Gardufio et al., 2006). Un reto como éste induce la
agregacion de hemocitos y el aislamiento del implante por depésito de melanina
(Gillespie et al., 1997) En particular para el caso de odonatos, este método resulta
conveniente porgue la respuesta inmune celular es la que se desencadena después de un
ataque por parasitos gregarinos (J. Contreras-Gardufio, com. pers.).

Usando los criterios de asignacion de estatus y edad, se colectaron 18 machos
territoriales y 18 no territoriales de categoria de edad 2 del rio La Palma en julio de
2005 al final del estudio a los cuales se les insertd un implante de nylon cilindrico en los
primeros segmentos del abdomen. Este implante era de aproximadamente 3 mm de
largo y 0.5 mm de diametro y fue previamente desinfectado en etanol al 100%. El
implante se insertd de la siguiente manera: se tomo al animal de manera cuidadosa y
con unas pinzas entomoldgicas de diseccion se coloco el nylon en la parte ventral del
abdomen (entre el segundo y tercer segmento). El implante se inserté totalmente.

Después de la insercion del implante, los machos se mantuvieron vivos y
separados de manera individual en tubos de ensaye con aproximadamente 2 mm de agua
y una percha, por 8 horas, tiempo minimo para completar la respuesta inmune celular en

Hetaerina (Contreras-Gardufio et al., 2006). Los tubos se colocaron a temperatura



ambiente dentro de una caja en un cuarto oscuro, esto ultimo para reducir la actividad
fisica que pudiera afectar la intensidad de la respuesta inmune. Durante este tiempo los
animales no pudieron volar ni alimentarse. Una vez pasadas las 8 horas, los animales se
preservaron en etanol al 70 %. Ya en el laboratorio, los implantes se extrajeron con
pinzas entomoldgicas haciendo una diseccion bajo un microscopio estereoscépico
(Olympus SZH10) con un lente 1.5x. Para esto se retir6 el exoesqueleto del lugar donde
se habia insertado el implante y éste se retir6 del cuerpo. Se tomaron fotografias de los
implantes utilizando el mismo microscopio estereoscopico con un lente 1.5x y una
camara digital (Olympus C-5050, 3x de zoom Optico). Dado que la melanina se
distribuye de manera irregular en el implante, cada uno fue fotografiado tres veces en
diferentes posiciones y se midio la cantidad de melanina alrededor del mismo usando el
programa UTHSCA Image Tool for Windows (version 3.0) a partir de fotos digitales.
Este programa permite delimitar con el cursor la superficie con melanina depositada en
cada foto, midiendo el area de pigmentacion en pixeles. Se considerd la proporcién de
melanina por implante sacando un promedio de las tres fotografias, lo cual podria

controlar las diferencias en melanina segun la foto.

Cantidad de Parasitos

Se colectaron 33 machos del rio Otapa entre los dias 18 y 29 de Mayo de 2006 y
se conservaron en alcohol. Con pinzas entomoldgicas se disecto la parte posterior del
intestino, que es el lugar donde se encuentran las gregarinas (Abro, 1996), y se

cuantificd el nimero de gregarinas encontradas en cada animal.

Medicién de Grasa Corporal

Basandose en la técnica utilizada por Plaistow y Siva-Jothy (1996), se desecaron

dos muestras: a) los mismos 18 machos territoriales y 18 no territoriales descritos



anteriormente que se colectaron en el rio La Palma en julio de 2005 y se utilizaron para
la medicion de respuesta inmune y b) un muestra adicional de 20 machos territoriales y
20 no territoriales colectados en el mismo rio en julio de 2006.

Todos los machos se pusieron a desecar en una estufa a 60 °C durante 24 horas.
Posteriormente, se pesaron en una balanza analitica (Scientech SA 120) con una
precision de 0.0001g. Después, cada animal se colocd en un tubo Eppendorf con
abundante cloroformo por espacio de 24 horas. El cloroformo penetra en el cuerpo y se
adhiere al contenido lipidico del animal. Posteriormente los animales se colocaron en la
estufa a 60 °C durante 24 horas para que el cloroformo se evaporara completamente
junto con la grasa corporal. Finalmente se tom6 la medicién de peso con la misma
balanza analitica después del tratamiento. La diferencia de peso es el contenido de grasa

que el animal poseia.

Medicién de la Pigmentacion Alar

Para la medicion de la pigmentacion se separd a los individuos en cuatro grupos:
a) los que se marcaron y fotografiaron y fueron observados durante el mes de julio de
2005 en el rio La Palma (N= 57), b) aquellos individuos capturados al final del periodo
de observacion en el rio La Palma en julio del 2005 (N= 18 territoriales y N= 18 no
territoriales), c) los individuos colectados en el rio Otapa en mayo de 2006 utilizados
para medir la carga parasitaria (N= 33), d) aquellos individuos capturados para medir
las reservas de grasa, en el rio La Palma en julio 2006 (N=20 territorial y N=20 no
territorial). Para el primer grupo, se midié la pigmentacion a partir de las fotografias
tomadas en campo. Para la medicion alar de los otros tres grupos se cortaron las cuatro
alas de cada uno de los individuos territoriales y no territoriales desde la base,

posteriormente las alas se pegaron a un acetato tamafio carta y se escanearon (escaner



HP ScanJet 3400C). Utilizando el mismo programa para medir la melanizacion, se
cuantificd la cantidad de pigmento del ala anterior y posterior izquierdas de cada
individuo, tomando en cuenta el porcentaje de pigmentacién (pigmentos rojo y negro)
tanto en el ala anterior como posterior. Este programa se utiliz6 para medir la
pigmentacion en los cuatro grupos. Para los analisis se utilizé el porcentaje de
pigmentacion en relacion al tamafio del ala. Se tomd esta medida relativa para controlar
la diferencia del tamafio de ala de los diferentes individuos, de manera que nuestras
mediciones pudieran medir cuanto pigmento han producido los individuos (ver

Cordoba-Aguilar, 2002; Serrano-Meneses et al., en prensa).

Andlisis Estadistico

Los datos de tasas de parasitismo fueron los Unicos que se transformaron,
usando la férmula log (x+1). Con esto, para todos los andlisis se utilizaron pruebas
paramétricas. Se hicieron las siguientes pruebas: se compard la pigmentacion de los
territoriales y no territoriales, la respuesta inmune y la carga parasitaria se
correlacionaron con la pigmentacion tanto para machos territoriales como no
territoriales. Debido a que los datos de pigmentacidn y reservas de grasa vienen de dos
muestras de afios diferentes (2005 y 2006), se compararon primero las muestras entre si
para ver si mostraban diferencias y, en caso de que no las tuvieran, pudieran ser
analizadas conjuntamente. No se encontraron diferencias en reservas de grasa en
machos del mismo estatus territorial en los dos afios (andlisis de varianza de dos vias
F375 = 44.82, P< 0.0001; prueba post hoc de Tukey: para machos territoriales de ambos
afios P< 0.05; para machos no territoriales de ambos afios P< 0.05; N= 18 territoriales y
N= 18 no territoriales para 2005; N= 20 territoriales y N= 20 no territoriales para 2006).

Tampoco se encontraron diferencias en la pigmentacién de alas anteriores (analisis de



varianza de dos vias F375 = 4.32, P< 0.0001; prueba post hoc de Tukey: para machos
territoriales de ambos afios P< 0.05; para machos no territoriales de ambos afios P<
0.05; N= 18 territoriales y N= 18 no territoriales para 2005; N= 20 territoriales y N= 20
no territoriales para 2006), asi como en la pigmentacion de las alas posteriores (analisis
de varianza de dos vias F3 75 = 0.94, P= 0.39; prueba post hoc de Tukey: para machos
territoriales de ambos afios P< 0.05; para machos no territoriales de ambos afios P<
0.05; N= 18 territoriales y N= 18 no territoriales para 2005; N= 20 territoriales y N= 20
no territoriales para 2006). En el caso de la pigmentacion roja tampoco se encontraron
diferencias entre las dos muestras de los dos afios (analisis de varianza de dos vias F3 75
= 1.37, P= 0.25; Prueba post hoc de Tukey: para machos territoriales de ambos afios P<
0.05; para machos no territoriales de ambos afios P< 0.05; N= 18 territoriales y N= 18
no territoriales para 2005; N= 20 territoriales y N= 20 no territoriales para 2006). Dado
que los resultados obtenidos muestran que no hay diferencias significativas entre las
muestras de machos territoriales y no territoriales tomadas en 2005 y 2006, analicé los
datos de manera conjunta para el caso del analisis de pigmentacién y reservas de grasa
en comparacion con el estatus territorial.

Los resultados se indican como medias + desviaciones estandar a menos que se

indique lo contrario. Se utilizé el programa JMPR® para el anlisis estadistico.



RESULTADOS

Conducta Sexual

De la muestra de machos marcados y observados en el rio La Palma en julio de
2005 (N= 57), se observé a 33 machos durante mas de un dia. De estos machos se
encontrd que 17 individuos tenian un territorio establecido. La defensa de los territorios
se da mediante contiendas ritualizadas en donde los contendientes vuelan en forma
circular con trayectorias ascendentes y descendentes, alrededor de los sitios de percha
del territorio.

Las copulas observadas (N= 13) sucedieron sin un cortejo conspicuo, la hembra
era atrapada por el macho mientras ella pasaba cerca del territorio que éste se
encontraba defendiendo. La pareja no copula en los territorios, sino que vuelan lejos del
rio; la oviposicion también sucede fuera del territorio del macho. En todos los casos

observados, el macho que se encontraba copulando era un macho territorial.

Pigmentacién Alar en Machos Territoriales y No Territoriales.

Usando los datos de los machos colectados al final del periodo de observacion
en julio de 2005 del rio La Palma (N= 18 territorial, N= 18 no territorial) y aquellos
capturados para mediciones de grasa en 2006 en el rio La Palma (N= 20 territorial, N=
20 no territorial), se encontraron diferencias entre ambos grupos de diferente estatus
territorial (andlisis de varianza de dos vias Fs ;= 7477.32, P< 0.0001), en donde los
machos territoriales tienen mayor pigmentacion en las alas anteriores (57.67 = 0.57 %,
N= 38) que los machos no territoriales (54.82 = 0.53%, N= 38; Prueba post hoc de
Tukey: P< 0.05; Figura 5). Sin embargo, en el ala posterior no hubo diferencias (machos
territoriales: 99.19 + 0.41%, N= 38; machos no territoriales 98.04 + 0.68%, N= 38;

Prueba post hoc de Tukey: P> 0.05, Figura 5). En cuanto al pigmento rojo, no se



encontraron diferencias entre machos territoriales y no territoriales (machos
territoriales: 8.55 + 0.18%, N=38; machos no territoriales: 8.37 £ 0.19%, N= 38; Prueba

post hoc de Tukey: P< 0.05).
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Fig. 5. Diferencias en el porcentaje de pigmentacion negra en el ala anterior y posterior en
machos territoriales y no territoriales (media = 1EE).

Pigmentacién Alar y Numero de Dias de Permanencia en el Sitio de Estudio

Se utilizé la muestra de 57 machos que se marcaron en el rio La Palma durante
el periodo de observacién en julio de 2005. De esta muestra se registraron 33 machos
durante mas de un dia (en 10 casos, de machos no territoriales, los datos obtenidos en el
censo no nos permitieron saber si los individuos habian muerto o simplemente no se
encontraban en el sitio de estudio, el resto de los machos N= 14 no se tomo en cuenta
para el andlisis ya que no se les volvid a ver después del dia de marcaje). Se encontrd
una correlacion positiva entre el pigmento alar anterior y el nimero de dias que se
observo a los individuos en el sitio de estudio (rpearson= 0.88, P< 0.0001, N= 33, Figura
6). Sin embargo, esto no fue asi para el pigmento alar negro posterior (fpearson = 0.24, P=

0.18, N= 33), ni el pigmento rojo (rpearson = -0.05, P=0.76, N= 33)
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Fig. 6. Relacion entre el nimero de dias en que los individuos fueron observados en el sitio
de estudio y el porcentaje de pigmentacion tanto en alas anteriores (circulos blancos) como
en alas posteriores (circulos negros).

Pigmentacién Alar y Respuesta Inmune en Machos Territoriales y No Territoriales

Utilizando la muestra de machos colectados al final del periodo de estudio en
julio de 2005 se encontrd que los machos territoriales tuvieron mas altos valores de
melanizacion en el implante (11.18 £ 0.88%, N= 18) que los no territoriales (11.18 +

1.24%, N= 18; t de student= 2.25, P=0.031; Figura 7).
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Fig. 7. Diferencias en el porcentaje de melanizacion en el implante en machos territoriales y no
territoriales (media £1EE).

Los machos territoriales, los cuales mostraron mas pigmentacion negra en las
alas anteriores, depositaron también mas cantidad de melanina en el implante (r pearson=
0.65, P< 0.00035, N= 18; Figura 8). Esta relacion también se observo entre la cantidad
de pigmentacion negra en alas posteriores y la cantidad de melanina depositada (r
pearson= O.47, P= 0.046, N= 18; Figura 8). Sin embargo, no se observo relacion alguna

entre la melanizacion y el pigmento rojo (r pearson= -0.14, P=0.56, N= 18).
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Fig. 8. Porcentaje de pigmentacion en alas anteriores (circulos blancos) y posteriores
(circulos negros) y porcentaje de melanizacion en el implante en machos territoriales

En los machos no territoriales, se encontré también una relacién positiva entre la
melanina en el implante y la cantidad de pigmento negro del ala anterior (r pearson= 0.56,
P= 0.014, N= 18; Figura 9), asi como con la cantidad de pigmento negro en el ala
posterior (I pearson = 0.54, P=0.019, N= 18; Figura 9). Sin embargo, al igual que en los
machos territoriales, tampoco se encontrd una correlacion entre la cantidad de pigmento

rojo y la melanizacion (rpearson= -0.17, P=0.58, N=18).
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Fig. 9. Porcentaje de pigmentacién en alas anteriores (circulos blancos) y posteriores
(circulos negros) y porcentaje de melanizacion en el implante en machos no territoriales.

Pigmentacién Alar y Carga Parasitaria

Utilizando la muestra colectada en julio de 2006 en el rio Otapa se encontré una
relacion negativa entre la cantidad de pigmentacién negra en ambas alas y la carga
parasitaria (alas anteriores, r pearson= - 0.47, P=0.037; alas posteriores, r pearson= -0.47, P=
0.032; para ambos pares N= 33; Figura 10). Se encontré también una relacién positiva
entre la pigmentacion roja y la carga parasitaria (r pearson= 0.47, P= 0.032, N= 33; Figura

10)
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Fig. 10. Relacion entre pigmentacion negra de alas anteriores (circulos) y alas posteriores
(cruces), asi como pigmentacion roja (triangulos) con la carga parasitaria.

Grasa Corporal en Machos Territoriales y No Territoriales

Utilizando dos muestras, la que se colecto al final del estudio en el rio La Palma en
julio de 2005 y la que se colectd en el mismo rio en julio de 2006, se encontrd que los
machos territoriales tuvieron una mayor cantidad de grasa corporal (2.48 + 0.09 mg, N=
38) que los no territoriales (1.11 + 0.09 mg, N= 38; t de student = 11.39, P< 0.0001,

Figura 11).
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Pigmentacién Alar y Grasa Corporal en Machos Territoriales y No Territoriales

Utilizando las mismas muestras mencionadas en el inciso anterior se encontro
una correlacion positiva entre las reservas de grasa y la pigmentacion negra de alas
anteriores en machos territoriales (r pearson = 0.46, P= 0.004, N= 38; Figura 12). Sin
embargo, no se encontrd ninguna relacion entre las reservas de grasa y las alas
posteriores (I pearson = -0.11, P=0.052, N= 38; Figura 12). En machos no territoriales, las
reservas de grasa también correlacionaron positivamente con la pigmentacion negra de
alas anteriores (r pearson = 0.54, P=0.001, N= 38; Figura 13), pero no mostraron ninguna
relacion entre las reservas de grasa y la pigmentacion en alas posteriores (I pearson = 0.20,

P=0.42, N= 38; Figura 13).
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y alas posteriores (circulos negros) en machos territoriales.
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DISCUSION

Distintos estudios han apoyado la hip6tesis de que la pigmentacion alar de
machos de la familia Calopterygidae puede funcionar como un indicador de la
condicion de los individuos, medida con parametros como la intensidad de la respuesta
inmune, la cantidad de grasa corporal y la supervivencia, tanto en la eleccion femenina
como en la competencia masculina (Siva-Jothy, 1999, 2000; Cérdoba-Aguilar, 2002;
Rantala et al., 2000, Siva-Jothy y Plaistow, 1999; Cérdoba-Aguilar et al., 2003; Tsubaki
y Hooper, 2004; Contreras-Gardufio et al., 2006; Serrano-Meneses et al., 2007). Los
resultados de este estudio apoyan esta hipétesis, ya que muestran que los machos
territoriales montan una mejor respuesta inmune (medida como la capacidad de
melanizacidn), tienen mayores reservas de grasa corporal, y una mejor supervivencia
(medida como numero de dias en el sitio de estudio) que los machos no territoriales.
Esto sugiere que los machos que logran hacerse de un territorio tienen generalmente
mejor condicion energética representada por la grasa corporal, asi como mejor respuesta
inmune. Se ha sugerido que la adquisicion y defensa de un territorio esta relacionada
con las reservas de grasa de los individuos, es decir, que los machos méas pigmentados
son los que tienen mas altas reservas energéticas y los que, a su vez, pueden defender
por més tiempo un territorio (Contreras-Gardufio et al., 2006). Esta podria ser la base de
porgue en este estudio se encontrd que los machos territoriales, con méas grasa, tenian
mayor pigmento que los no territoriales.

Varios estudios han sugerido que la adquisicion de un territorio es de suma
importancia para la reproduccion, ya que las hembras se aparean casi exclusivamente
con machos territoriales (Waage 1973, 1979; Plaistow y Siva-Jothy, 1996; Cdrdoba-
Aguilar, 2000), por lo que el éxito reproductivo de machos territoriales es mucho mayor

que el de machos que no poseen un territorio (Plaistow y Siva Jothy, 1996). En este



estudio no se observaron suficientes eventos de copula como para hacer un analisis, sin
embargo todos los eventos de coOpula observados (N= 13) involucraban machos
territoriales. Este resultado, aunado a los datos arrojados por los estudios recién
mencionados podrian sugerir que este mismo fenémeno pasa también con H. titia.

Los resultados de este estudio muestran que la pigmentacion negra de las alas
anteriores correlaciona con cinco aspectos clave de la condicion masculina: estatus
territorial (y por lo tanto éxito reproductivo), supervivencia, habilidad inmune, carga
parasitica y reservas de grasa. La pigmentacion negra del ala posterior correlaciona
solamente con la habilidad inmune y carga parasitica. Sin embargo, dados los resultados
obtenidos para la pigmentacion negra de alas anteriores, la explicacién posible es que
las alas posteriores, junto con las anteriores, sirven también para comunicar el estatus
energético del macho. Probablemente durante la etapa de produccidn y depdsito de
pigmento en la maduracion del individuo, el pigmento comienza a fijarse primero en el
ala posterior y una vez que ésta se ha cubierto completamente o casi en su totalidad, el
ala anterior comienza a llenarse. En caso de que los recursos sean escasos Yy se produzca
poco pigmento, ambos pares de alas presentan bajos valores de pigmentacion. Algunos
analisis extras muestran evidencias a favor de esta hipdtesis: a) la mayoria de los
machos tienen las alas con 100% de pigmento (5 de 38 machos territoriales y 9 de 38
machos no territoriales no tenian la totalidad del ala posterior pigmentada), b) de estos
machos se observd una menor cantidad de machos territoriales (N= 5) con alas
posteriores poso pigmentadas, los machos territoriales son los que poseen mayores
reservas de grasa. Con estos resultados se podria plantear la hipdtesis de que el
pigmento negro posterior no tiene una funcion en términos de seleccion sexual, sin
embargo no se puede afirmar que si algunos machos no tuvieran el pigmento en alas

posteriores se desempefiarian de igual manera en términos de seleccion sexual que los



que si tuvieran, por lo que no se puede descartar alguna posible funcién que este

pigmento tenga en la seleccion sexual.

El deposito de grasa en los calopterigidos se da tanto en etapa larval (Siva-Jothy y
Plaistow, 1999), como en la teneral (justo después de la emergencia y antes de la
maduracion sexual) (Plaistow y Siva-Jothy, 1996). En la etapa teneral, que en H. titia
dura aproximadamente de 8 a 14 dias (Cérdoba-Aguilar, datos sin publicar), los
individuos se dedican casi exclusivamente a alimentarse (e.g. Higashi et al., 1979) por
lo que es muy posible que la mayoria de la grasa corporal se acumule durante esta etapa.
Una hipdtesis de sobre lo que se comunica a los otros machos coespecificos durante las
peleas por territorios es que, durante las contiendas, los machos evalGan la habilidad
energética del contendiente de sostener el vuelo lo cual se ha visto en especies como H.
americana (Contreras-Gardufio et al., 2006). Esta hipdtesis opera en el contexto de
competencia entre machos, ya que no se observa un cortejo precopulatorio conspicuo tal
como ocurre en Calopteryx, en donde otros aspectos de la condicion masculina se
comunican (e.g. resistencia a parasitos y habilidad inmune; Siva-Jothy, 1999, 2000).
Mas especificamente, lo que podria estarse comunicando a otros machos son las
reservas de grasa. De acuerdo con estas ideas, (Plaistow y Siva Jothy, 1996; Koskimaki
et al.,, 2004; Contreras-Gardufio et al., 2006; Serrano-Meneses et al., 2007), en este
estudio se encontr6 una relaciéon positiva entre la cantidad de grasa corporal y la

pigmentacion alar.

Algunos estudios (Grether, 1996; Contreras-Gardufio et al., 2006,) indican que en
machos de H. americana existe una relacion entre la cantidad de pigmento alar rojo y la

condicion del macho. Contreras-Gardufio y colaboradores (1996), encontraron que los



machos territoriales de esta especie tienen mas pigmentacion alar, ademéas de que los
machos mas pigmentados montan una mejor respuesta inmune y tienen mayores
reservas de grasa que los machos con menos pigmento, es decir, los machos no
territoriales. Mi investigacion utiliz6 la misma metodologia que en el estudio de
Contreras-Gardufio y colaboradores (2006), sin embargo, no encontré esta relacion en
H. titia. Paraddjicamente, mis resultados no muestran que la cantidad de pigmento rojo
se relacione con ningun aspecto de la condicion, entendida como respuesta inmune,
reservas energéticas y dias de permanencia en el sitio de estudio. Esto puede deberse a
varias razones, la primera es que la funcion indicadora de condicion del pigmento rojo
se haya perdido en esta especie, siendo ahora el pigmento negro el indicador de la
condicion del macho. Esta hipotesis resulta dificil de comprender, dado que el pigmento
rojo es costoso para sus portadores (Grether y Grey, 1996). Sin embargo, de igual
manera que con el pigmento negro de las alas posteriores, no podemos suponer que los
individuos que hipotéticamente no posean este pigmento se desempefiarian de igual
manera que los que no lo tuvieran, por lo que no podemos descartar que este pigmento
tenga alguna funcion en términos de seleccion sexual. Podria ser también que no se
encontrara una relacién debido al tamafio de muestra, sin embargo, esto es poco
probable, ya que con el mismo tamafio de muestra si se encontrd una relacién entre el

pigmento negro y la respuesta inmune.

La evolucién de la pigmentacion en Calopteryx y Hetaerina.

Como se habia mencionado anteriormente, dentro de los calopterigidos se
encuentran los géneros Hetaerina y Calopteryx, en donde los machos poseen patrones
especificos de pigmentacion. El género Hetaerina es el basal en esta familia (Figura 2)

y los machos presentan una coloracion roja en las bases de las cuatro alas, mientras que



el género Calopteryx es més derivado y presenta una coloracion negra o café oscuro
cubriendo total o casi totalmente las cuatro alas (Cérdoba-Aguilar y Cordero-Rivera,
2005).

En el género Hetaerina no se ha observado ninguna conducta de cortejo
precopulatorio de la manera en la que se ha observado en el género Calopteryx, en
donde se observa un cortejo precopularorio muy conspicuo, en el cual la pigmentacion
alar tiene aparentemente una funcion en la eleccion femenina, ya que las hembras se
aparean con los machos méas pigmentados (Siva-Jothy, 1999; Cérdoba-Aguilar, 2002).
Varios estudios han documentado que hay presion por parasitos gregarinos en
Calopteryx, lo que tiene un efecto negativo sobre la adecuacion de las libélulas (Siva
Jothy y Plaistow 1999; Siva-Jothy, 2000; Cérdoba-Aguilar, 2002; Cordoba-Aguilar et
al., 2003), y el numero de parasitos correlaciona negativamente con la cantidad de
pigmento alar. La presencia de cortejo precopulatorio en especies de Calopteryx puede
deberse probablemente a que evoluciond6 como un mecanismo masculino para
comunicar la condicién inmunolégica a las hembras (resistencia a parasitos y mejor
respuesta inmune; Siva-Jothy, 1999, 2000; Cérdoba-Aguilar, 2002).

De acuerdo a lo observado en el campo, esta especie no presenta ningun tipo de
cortejo precopulatorio tal como se observa en especies de Calopteryx, por lo que no
pareciera que su coloracion alar estuviera sido moldeada por procesos de eleccion
femenina, sino probablemente por procesos de competencia entre machos. Sin embargo,
se debe admitir que el cortejo podria existir y no ser tan conspicuo, sino mas sutil,
situacion que me fue imposible detectar. Aun asi, en la manera de los Calopteryx, no
existe una conducta masculina precopulatoria parecida en H. titia.

En este sentido resulta importante resaltar que no es necesario que exista un

cortejo conspicuo para que las hembras tengan herramientas con las cuales evaluar a los



machos, sino que se podrian estar dando procesos de eleccion femenina indirecta en
donde las hembras estarian evaluando a los machos, a través de otros indicadores, que
no incluyen el cortejo conspicuo (Haven-Wiley y Poston, 1996).

De manera interesante, se encontrd que H. titia, a diferencia de otras especies de
Hetaerina ( e.g. H. americana, H. cruentata, H. macropus y H. vulnerata, Cérdoba-
Aguilar, datos sin publicar), si presenta infeccidn por gregarinas, lo cual resulta similar
a lo que ocurre con especies del género Calopteryx (e.g. C. virgo, Abro, 1996; C.
maculata, Taylor y Merriam, 1996; C. splendens xantostoma, Siva Jothy, 1999; C.
haemorrhoidalis, Cérdoba-Aguilar, 2002). La carga parasitaria mostrd una relacion
negativa con la pigmentacion negra tanto en alas anteriores como posteriores. Esta
relacion se esperaba, ya que existe una relacion positiva entre la cantidad de
pigmentacion negra de ambos pares de alas con la habilidad inmune. Este resultado
también coincide con otros estudios previos que relacionan la habilidad inmune con la
expresion de CSS (revisado por Lawniczak et al., 2007). Paraddjicamente, la
pigmentacion roja mostré una relacién positiva con la carga parasitaria, lo que resulta
novedoso, ya que en especies como H. americana se ha observado que los machos con
mayor area de pigmento rojo montan una mejor respuesta inmune y, aunque en esta
especie no se presenta infeccién por gregarinas (Cérdoba-Aguilar et al., 2006), los
machos con méas pigmento rojo mostraron una mayor resistencia a infeccion por
bacterias (Contreras-Gardufio et al., 2007). Una hipotesis para la posible relacion de la
pigmentacion roja y la habilidad inmune, es que el pigmento rojo significa un costo para

el individuo, via la reduccién a la resistencia a parasitos.

Estos datos apoyan la hipdtesis de que los CSS conspicuos de esta especie

podrian estar indicando la capacidad inmune de los individuos a sus coespecificos. Lo



paraddjico es que esto sucederia en ausencia de eleccion femenina (asumiendo que la
falta de cortejo conspicuo anule eleccién femenina precopulatoria), lo cual no tiene
sentido. Sin embargo, si esta fue la manera en que la pigmentacion evolucion6 en
Calopteryx, sugeriria que la relacién parasito-pigmento fue anterior a la evolucion del
cortejo masculino y la preferencia de las hembras por machos méas pigmentados. Si es
esto, entonces seguramente la coloracion roja no funcionaba para comunicar resistencia
a parasitos y por esto fue necesaria la pigmentacion negra. Dados los costos de
produccion de esta ultima resulta dificil pensar porque en ausencia de cortejo los
machos evolucionaron este rasgo. Si esto es cierto, entonces cabe suponer que la
pigmentacion negra ha evolucionado a la par de la infeccion por gregarinas, lo cual
habria sido el paso que siguieron los Calopteryx. H. titia podria ser ese “eslabon” entre
dos géneros donde el pigmento rojo, aunque retenido, ya ha perdido su funcién en
seleccion sexual, ganado ahora por el pigmento negro.

Contreras Garduiio y colaboradores (2005) sugieren que dado que el cortejo
precopulatorio esta ausente en el género Hetaerina, es muy poco probable que se den
procesos de eleccion femenina precopulatoria en este género de la manera en que se
presenta en Calopteryx, por lo que la pigmentacion en estas especies es solamente un
indicador de la capacidad de defender y mantener un territorio, visto en términos de
reservas energéticas. Existen otras maneras de eleccion femenina precopulatoria, sin
embargo, en Calopteryidae sélo se conoce el despliegue alar. Es decir, la pigmentacién
en H. titia podria ser un indicador entre machos de las reservas energéticas. De manera
que, dado que las reservas energéticas son las responsables del éxito en las contiendas
por territorios y participan ademas en la respuesta inmune, la habilidad inmune resulta
indirectamente seleccionada. Si esto es cierto, utlizando los resultados aqui obtenidos,

podemos suponer que la eleccion femenina en Calopteryx por manchas mas



pigmentados podria haber evolucionado en un principio debido a la relacion energética
entre pigmentacion y reservas de grasa durante la competencia entre machos, en donde
la habilidad inmune se seleccioné indirectamente una vez que las infecciones por

gregarinas aparecieron en estas poblaciones.



CONCLUSIONES

Se confirmd la hipdtesis de que existe una relacion positiva entre la
pigmentacion alar negra de los machos de H. titia y aspectos de la condicion masculina
como lo son la respuesta inmune, la supervivencia, las reservas de grasa y la carga
parasitaria. Esta relacion s6lo toma en cuenta a la pigmentacion negra del ala anterior; la
pigmentacion del ala posterior sélo correlaciona con la intensidad de la respuesta

inmune y la carga parasitaria.

Los resultados muestran que la cantidad de pigmento rojo no se relaciona con la
respuesta inmune, grasa corporal y supervivencia. La hipdtesis que puede explicar esto
es que la funcién indicadora de condicion del pigmento rojo se haya perdido en esta

especie.

Se encontré una relaciéon positiva entre la cantidad de grasa corporal y la
pigmentacion alar, por lo que se podria especular que, durante las contiendas por
territorios, mediante la cantidad del pigmento alar los machos podrian estar evaluando
la habilidad energética del contendiente.

La pigmentacidn alar negra presente en este grupo es una novedad en el género
Hetaerina y dado que no se presenta cortejo precopulatorio pero si hay parasitos
gregarinos, el pigmento negro pudo haber evolucionado como un indicador de la

condicion masculina pero en términos de seleccién intrasexual.
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