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Introduccién

INTRODUCCION

En la teoria de la seleccion sexual, Darwin (1871) propuso que esta fuerza evolutiva actia
de diferente manera entre los sexos (masculino y femenino), y para poder explicarlo
distinguio dos procesos. El de la seleccién intra sexual, en el cual los individuos de un
mismo sexo (generalmente los machos) compiten por aparearse con el sexo contrario, y el
de la seleccion inter sexual, en el cual los individuos de un sexo (generalmente las hembras)
eligen a otros del sexo opuesto para reproducirse.

En términos generales, la seleccion intra sexual favorece a las caracteristicas que
sirven para excluir a los contrincantes, tales como los cuernos o los espolones. Ya que los
atributos que son el resultado de este tipo de seleccién generalmente estan presentes en los
machos, muchos de los trabajos sobre seleccion intra sexual se han enfocado en estudiar los
enfrentamientos masculinos (Simmons, 2001).

La seleccidén inter sexual en cambio, favorece a las caracteristicas que son vistosas y
que pueden indicar la calidad genética o de la salud del individuo que las porta, tales como
los despliegues de coloracion, los bailes o los cantos. En este tipo de seleccion aunque
generalmente es la hembra la que elige, Darwin (1874) describi6é algunos casos aislados en
donde los machos eligen y las hembras compiten (papeles sexuales invertidos—
Bonduriansky, 2001).

Es importante mencionar que para Darwin (1871) ambos procesos ocurrian
previamente a la cOpula y una vez ganado el apareamiento, simultineamente se ganaba la
paternidad. Sin embargo, estudios posteriores cuestionaron esta idea, ya que mostraron

evidencia que indica que los procesos de competencia y eleccion contindan durante o adn
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después de la copula (Parker, 1970; Thornhill, 1983; Eberhard, 1996). Parker (1970) por
ejemplo, demostré que la competencia entre machos podia continuar durante o después de
la copula. Esta competencia se establece dentro del aparato reproductivo femenino entre los
gametos de distintos machos que intentan fecundar el mayor nimero de 6vulos
(competencia espermatica).

Para analizar el efecto de la competencia espermatica en la adecuacién masculina,
Parker (1970) propuso un modelo que se basa en el mismo principio que el juego de la
loteria. En éste, el éxito de fertilizacion de cada macho depende de su representacion
espermatica respecto al total de esperma reunido en el sitio en donde se lleva a cabo la
fecundacion. Siendo asi, mientras mas gametos de un individuo haya respecto al total, sus
probabilidades de paternidad seran mayores. Sin embargo, esta propuesta no considera los
costos que podrian estar asociados a la produccion de los gametos, pues la Unica forma en
gue la tasa de produccion de eyaculado aumente constantemente, es que producirlo no
cueste.

Dewsbury (1982) mostrd que los costos en la produccién del eyaculado no son
triviales, puesto que afectan el éxito reproductivo masculino. Una forma en cémo se puede
evaluar la presencia de los costos, es midiendo el tiempo de recuperacidén espermatica, ya
gue si éste es prolongado, aumenta el tiempo para que un macho pueda volver a copulary
pierde asi oportunidades de apareamiento (Dewsbury, 1982). Otra forma es la relacion entre
algunas variables de respuesta relacionadas con la produccion espermatica, tales como la
disminucion de la cantidad y la calidad del eyaculado (Levitan y Petersen, 1995; Mesterton,

1999) o incluso de la supervivencia masculina (Van Voorhies, 1992; Oliver y Cordero,

-2-
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2009).

Una de las diferencias tedricas mas importantes entre los modelos que consideran el
costo del eyaculado y los que no, es que en los primeros no se espera que aumente la
cantidad de eyaculado transferido conforme lo haga la competencia espermatica (Parker et
al., 1996). En ellos la transferencia de eyaculado depende en gran medida de la informacién
gue los machos sean capaces de obtener acerca del grado de competencia espermatica. Los
machos pueden obtener la informacion del ambiente, como por ejemplo del nimero de
competidores sexualmente activos, o bien, de los atributos de las hembras que se relacionan
con la fecundidad, como el tamafio corporal (McLain et al., 1990).

El aumento en el numero de machos receptivos cerca de una hembra incrementa sus
probabilidades de apareamiento respecto a una que se encuentra sola. Por tal motivo, se
espera que los machos capaces de inferir la probabilidad de apareamiento de una hembra,
esto es el riesgo de competencia espermatica (RCE), aumenten la transferencia de
eyaculado hacia apareamientos en los cuales el RCE sea menor (Parker et &l., 1996). De la
misma manera, si el tamafio corporal femenino representa su fecundidad, los machos
podrian mantenerse por mas tiempo cerca de hembras grandes, lo que aumentaria el RCE.
Por lo tanto, los machos podrian transferir mas eyaculado a hembras chicas que no
representan RCE y asi asegurar su progenie.

Por otro lado, cuando los machos pueden percibir si dentro de las hembras existe
esperma que puede competir con el suyo por fecundar a un grupo de évulos (intensidad de
la competencia espermatica—ICE) la cantidad de eyaculado transferido hacia las hembras

apareadas podria ser menor (Parker et &l., 1997; Parker, 1998). Los cambios quimicos o

-3-
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conductuales que presentan las hembras después de aparearse u oviponer podrian fungir
como indicadores de la ICE.

Originalmente los modelos que incorporaR€E y lalCE fueron desarrollados para
especies con fecundacion externa (Parker et &l., 1996; Parker et al., 1997). Alun asi, sus
predicciones son generalizables para especies con fecundacion interna (Simmons, 2001).

De lo dicho con antelacién se puede deducir que los costos en la produccion del
eyaculado constituyen una de las presiones selectivas mas importantes en la adecuacion
masculina; tedricamente capaces de favorecer tanto la discriminacion de pareja por parte de
los machos, como la transferencia de distinta cantidad de eyaculado dependiendo del grado
de competencia espermatica. Esta conducta masculina es similar a la eleccién criptica
femenina (Thornhill 1983; Eberhard 1996; Pitnick y Brown 2000), que se define como el
uso diferencial del esperma de acuerdo con la calidad reproductiva del macho; elecciéon que
no es evidente ni para el macho ni para el observador. Por analogia, el ajuste del eyaculado
por parte del macho en funcién del grado de competencia espermatica que sea capaz de
percibir, se ha denominado como eleccion criptica masculina (Bonduriansky, 2001,
Simmons, 2001).

Debido a la importancia tedrica que tienen los costos en la transferencia del
eyaculado, en este trabajo primero medimos su presencia, y posteriormente, evaluamos
empiricamente algunas predicciones del modeRCEE e ICE asi como algunas de sus
principales consecuencias en términos evolutivos.

Para evaluar los costos en la produccion de esperma y las hipotesis de los modelos

deRCE eICE elegimos a la chinch&tenomacra marginellfHeteroptera: Largidae) por

-4 -
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las siguientes razone®rimero porque el sistema de apareamiento de esta chinche ha sido
descrito como poligamico (Cuatianquiz et &l., 2003; Oliver, 2004), lo cual junto con la
capacidad que tienen las hembras para almacenar el eyaculado en una estructura
especializada llamada espermateca (Eberhard, 1985, 1996), promueve la competencia
espermatica. Como se ha visto en otros grupos, los apareamientos multiples influyen en la
duracién de la copula, la cantidad o la calidad del eyaculado (Markow et al., 1978; Cordero,
2000; Pérez-Staples et al., 2008) y en la supervivencia masculina (Oliver y Cordero, 2009).
Por lo tanto, facilitan la evaluacién de los costos en la produccion de eyaculado durante
copulas consecutivas (Oliver y Cordero, 2009).

Por otro lado, los machos realizan distintas conductas durante y entre las cépulas
(abrazo, monta, toqueteo e intento de cortejo—Cuatianquiz 20@R; Oliver, 2004) en
las que el contacto sensorial a través de estructuras como las antenas, los pelos y las cerdas
es constante. Potencialmente este tipo de sefiales permiten el intercambio de sustancias
guimicas que podrian proporcionar a los machos informacion sobre el grado de

competencia espermaética.

ESPECIE DE ESTUDIO
Senomacra marginellas una especie univoltina que se distribuye en zonas perturbadas de
todo el continente (Cibrian et &l., 1995). En la Ciudad de México es comun encontrarla
asociada a los arboles Baddleia chordataarbol popularmente conocido como Tepozan.

El periodo de cambio de ninfa a imagoSrmarginellase lleva a cabo en el mes de

abril y es mas o menos sincrénico. Una vez ocurrido el cambio a adulto, las chinches

-5-
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presentan un periodo de inactividad sexual entre los meses de abril y mayo. La actividad
reproductiva inicia a finales de mayo y termina a principios de septiembre (Cuatetnquiz

al., 2003; Oliver, 2004). Los adultos presentan dimorfismo en el tamafio corporal (Cibrian-
Tovar et al., 1995), siendo las hembras mas grandes (12 a 15 mm) que los machos (9 a 12
mm). Es una especie poligamica (Cuatianquiz et al., 2003), en la cual se ha comprobado
gue las hembras obtienen beneficios derivados de apareamientos multiples (Cuatianquiz y
Cordero, 2005). Los machos cortejan activamente a las hembras durante la fase pre-
copulatoria y copulatoria (Cuatianquzal.,2003; Oliver, 2004). Durante estos cortejos

existe contacto constante entre distintas estructuras sensoriales, lo que podria significar que
los machos estimulan a las hembras (eleccion criptica femenina o seduccion antagonista,
Eberhard, 1996) o que las evallan (eleccién criptica masculina, Bonduriansky, 2001,
Wedell et &l., 2002). En la fase copulatoria, los machos realizan cuatro conductas
repetitivas (Oliver, 2004) que afectan la duracion de la copula y, por lo tanto, la
transferencia de eyaculado (Oliver 2004). Finalmente, cabe mencionar que ambos sexos

estan involucrados en la conclusién de la cépula (Obs. Pers. de campo).
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En el capitulo | de la tesis se evalud los costos en la produccion del eyaculado, midiendo su
efecto en tres variables de respuesta (la duracién de la cépula, la supervivencia y la
transferencia de eyaculado) después de que los machos copularon consecutivamente. En
términos generales, se encontrd que la supervivencia masculina disminuy6 conforme
aumento el nimero de cépulas. Dado que haber encontrado costos relacionados con la
produccién del eyaculado al modificar la tasa de apareamiento, en el capitulo Il se puso a
prueba la hipétesis que propone que los machos al percibir olfativa y visualmente las
probabilidades de que una hembra se haya apamesign(de competencia espermétiea

RCE) modifican la cantidad de eyaculado. Para probar este supuesto, comparamos si la
transferencia de eyaculado es distinta cuando existe RCE a cuando no lo hay. El resultado
mas importante de este experimento fue haber encontrado que cuando hay RCE la mayoria
de los machos no eyaculan. Aun asi, también se detecté una importante variacion temporal,
puesto que al repetir el experimento, aunque la tendencia estadistica se mantuvo, los
resultados no fueron significativos. En el capitulo Il se investigé si el tamafio y la

presencia de eyaculado de otro macho dentro del tracto reproductivo de las hembras
(intensidad de la competencia espermalick) modifican la transferencia de eyaculado.

Para evaluar si los machos son capaces de percibir la ICE, se midi6 la cantidad de
eyaculado enviado cuando los macho se aparearon con hembras virgenes, apareadas
previamente, grandes o pequefas. Lo que se encontr6 fue que el tamafio femenino no afecto
la cantidad del eyaculado enviado. En cambio, la cantidad de eyaculado transferido fue

menor cuando las hembras habian ovipuesto respecto a las hembras virgenes. Finalmente,
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en el capitulo IV se presenta una discusion y conclusién general que comienza
considerando la produccion de eyaculado como un recurso costoso. Posteriormente, se trata
la relacion que podria existir entre los costos del eyaculado y la evolucion de estrategias
reproductivas que vuelven a los machos mucho mas selectivos de lo que hasta hace pocos
afos se habia considerado. En su conjunto, los principales resultados de la tesis sugieren
gue la produccion del eyaculado podria ser tan costosa, que en algunas especies como en
Stenomacra marginellae ha favorecido que los machos después de evaluar a las hembras,
modulen la cantidad de eyaculado transferido dependiendo de la competencia espermatica.
Ademas, como esta conducta reproductiva masculina es poco conspicua, podria ser

considerada como eleccién criptica masculina.
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Multiple mating reduces male survivorship but not
ejaculate size in the polyvgamous insect Stenomacra
marginella (Heteroptera: Largidae)

Celim Olliver » Carles Cordero

Received: I8 Miggust 2007 Accepiad: 3 Dvcember 2007/ Publashed oalie: 200 Decesmber 2007
O Sprimger Schenoes Bosiness Medis 1., X607

Abstraet  In polyganwss species. sucoessiul nuildes shomild be shile 1o bnseminate nnliple
females, 1o defem spemi (rom previoes males, o avoid sperm displicement by otlser mabes,
and o induce Females 1w use his sperm during femilizstion. Siece esources ane limited,
nddapiationes o perform any of these funciions may conflict with cach other (and with other
life-history  trritsd and rsle-odls e espected (o evolve. We stodied f malbes of the
paly gans rue bug Steromacre moegireiie face a trade-ofl between maultphe matig ancd
srvivership, by comparning the survivorship of virgin and multiply maed mabes. We alsae
lomkoall forr pliysbological conts of claeulate production by esamining epaoulve proshiction
in consecutive matings in muliiple muted males, Muoltiply muted males were shle 1o
primduce ejaculnies of similar size in up o six consccobive copulstions bul they bl
idecreased survivorslip in comparisoen with svirgin maobes. There wos no differenoe in surs
vivordup between males mated three and sax conscoutive imes. suggesting  thar the
megative relation between survivorship and number of copulations is e hinear. The
decrease in survivorship seems o be o cost of mating and cjaculae production, This eost
coiild fnvor the evodution of prence in the allocntion of resources o ejaculnie prodhuction
ieg., crvpiic male choice),

Revwords  Life history wrade-ofl - Survivorship - Muliple matng « Mating ooss -
Ejaculare
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In polygamous species mabes ae subject oo miemse pro- and  post-copulaiory sexual
sebeciion. [n these spevics, successful males muss be able pot only b irscnsinaie mahiple
femmales. but ol o defent sperm from previoos males, o avoid sperm displacement by
other mnbes, amil 1o induce the femabe 1o wse his spemm for femilizing her CpRs (wee TONEOW™S
i Eberhand 199 Simmons 2080 b Sonse male traits can be used to accomplish mone than
i of these Tunctions, For example, a seminal substance could be osed o destroy the
sperin of previois males and w o miosicate the femabe, coencing her 1o reduce ber proba-
hiliay of funher mating 10 avoid pecunslaning wxie chemicals olnsionse and Beller 20000;
bt see Edvanlsson aml Tregenen 20085, However, i many coses, inbependent sdppiations
are necded 1o condromt the dalferent challenges. For exomple, o ihe same species, the
anbeisna may be wsed 1o detect female odor, pheronwenes e court femabes, seminal swh-
stances o destroy nvals” sperm. aml the penis and keps lor courtship dunng copalaton.
The evolution of independent adapistions for differen functions could lead males 1w faee
resoiree allocation conflices,

Pasi-copulatory sexunl selection could faver simtegic allocation of ejaculate elemenis
iWedell of al. W2, Péree-Staples and Aluja 2186, For example, makess coald benefit by
trumsferming bipper ejaulates (o more lecund (e.g., big sied) virgin females il cjaculate
commponenits belp reduce femabe sesual receptivity and increase ovipasiion rate. mumber of
eggs baid amd shiliny o compete with siher males” sperm (Corders 1955 Eberhand 11996
Simmoms W8k Phaysiological coas of epsoulae productin also affoct s siee aisl
composition of ¢joculates {Dewshury 19820 Hoyashi 1993, In porticular, ejaculute size
may decrease in consecalive copulafions i the ame between them is too short for the
prowluction of pew epeulates andfor for the replemishment (¢.g. through Teeding b of seh-
stmnes weed For progloction of epaculates, even if selection fovors the iransfer of bigger
cinculstes | Dmmmoed 19840

Uin the other hand, when receplive females are available during a relatively long perssd,
senuil selection eould favor incteased mabe hsigeviry i this incneases the lifetime mimber
ol femabes encountered. However, IF seleciion abso favors an inerease o cjaculote poo-
ductbon, males winbl need 0 rade-off resources betwern egaculntes and longeviy-
incneasing trails [ Conbero HEED,

Here we present thes resulis ol on esperiment in which we looked Tor mole mnbing oosis
mn the polypamoeas e bug Stememaronn margimelln | Heteroplera: Largelack. Finst, we
vestigated ol the sires of the cpaculotes produced by mulply mated maobes decrease
coimsevuitive copulitons, as expected if there are cjoculate production costs, Secomd, we
invesiigaied i sthere is 0 survival oo of maotng by sesessing of mubiiple copulations
nepatively affecy the longevity of males mated different numbers of times i0L 5 ond G

Muterials and methols

Snsly spovses

Srenemacng marginedla s o univoling species thad occurs @ high population densitics m
dizturbed arcas of central Mexico (Cibrians Tovar ¢ al. 19495 Coatiomiguic of al. e, Losi
istar nympls molt syochnsnously me adils amd emain seasally mactive for absss o

manih (Cwonanguiz e al. 2003 The mating season in Mexieo Ciry wsaplly bepins in May,
when an outbarsy of sexual activity s observed, and finishes in Sepember (Cuatiznguie
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al all, e Males are not termional amd actively search (o, ond oy o mate with, femeales
withawn imercting nggressively with oiber males (Cweminnguiz ot al. 2060035 A subsauntial
propamizon of females mate mualipde dmes with different males and sometimes they mate
repeated |y with the samse male (Custumgioie and Conbens 2005) Femabes are bigger than
males anl Froquently reject teir courting ancnspis. Males saimulate females during cop-
ielation (Custianguiz et ul, 203 Custianguiz aml Condero 20060, Thene is experimemil
evidenoe that cjaculates prowidde females with resources ather than sperm | Coaliamguis
amid Conlero, i preparsiion ), bl have oo effect on female recepiivity (Cuntianguiz sl
Ciomridems i),

Labomtory rearing

We collevied sl virgin females and males, proos o tlhe mating season of 2004, in ihe
Ciudad Unasersitana campuos of the Universidoad Macional Autinoma de Meéxico in Mexico
City, B this year most nymphs moled o adiles evween Masch 20 ond Manch 27 0.
Ciliver, personal odvservationy aml, iherefore, most males had borweern B8 ol 93 days s
adulis when the esperimem began iJume 225, We kept adulis in unisexual growups in
My o= A0V w0 S0 om capes made of o wond Tramie covered wath mesh chidl in an inseciany
{1200 20 and pverage rempernture of 23900 uneil the beginming of the experiment. We fad
the insocts with fresh leaves of Brddiein confafa {Logamaceae) and a solution ol saler
with 2 g of sagar, 0.2 ml of hyvadrolysal vegetal protein (~Jigo Maggi™™ ) amd 37 ml of
row epg whing iamounts needed o produce 100 mil of solution; ihis solabon wes presenied
am small balls of eotton which se changed every viher day.

Esperimemial prodocol

To mssess if ejpculnte production offects male hnpevity and @0 determine o meales
allocabe resounces 1o epculales in comsecutive copulations, we performal an experiment in
which three groups of 1 virgin mabes each were maed 0, 3 or 6 tmes, espectively.
Civpulnizons were oloined by plocing an experimental mabe and & virgin female in o plastic
Fetry dish i 1 con diameter = 15 om heaght). In most cases, the male follimyed or chased
the female arl anempaed 1o mosint ber soon afer being ncrodeced inabe Perl dish, Afver
copulmion, the maisd femple was replaced by onoiber virgin female umiil ihe number of
comilainms of each treatment was achicved: of the copula endsl alter 206060 |l the new
female wos placed with the experimemal make wnl che folbowing doy. All males copualsed
when exposed b females. The lsiency b0 ol durpiion of ench copula was mesuoned, Males
were kepl indivishaally in Petrd dishes baseen copilations anad afller e last mating, until
they died; dureing this nme ey were Ted as describsed inotbe provious subseazom

Ilmmeiliniely ofter copulmion, femoles were Kilked im 70% ciluned, Aficrwands, eoch
sprmheca was disected o, clearad i beiling KOH (107 ) during approsimaiely
2 min. and phitographed winh o dagital camaem (Sony DSC-PM Cyher-Shia 201 nwsamiad
im o dissection microscope (Clympos 52HI00 @ o moagnmafication of L5 « 7; in these
photographs, cjoculabes were observed through the wall of the rigid spermatboca. We
catimased cjpcualaie sige as the area coverad by the efaculme within the spemaatheca.
Ejnculnie orea wis memsures] om the adigital mnges with the free sdtwane Inange Tool 3080
idevelopad by ahe Heabh Sciemees Cemer of the Universiey of Teaas in San Anbonio;
pvailable m the pddness rpotforsow ddsdy mbscsn adublipfdese, himl b,
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Wi comprred the lateney o amd duration of coch copuln as well os the amount of
ejarulaie rowsfemad in comsecutive copulations in the groups moved theee oml s times
sepamiely with pom-pammetne Friedman™s AROY A We used ihe Kaplan:hMeier meihod
(o compiniig survival csimares of the three experimental proaps amd osed log-rank sca-
Nisdics to cormpare the estimated survival functions between groups. We comparned lngevity
after beginning of the expenment (1.e., day “07 in Fig. 3 is the day in whach the esperiment
beegan amid makes of the “lsnee copalaiions™ and =six copulaions™ eaimnsents had thelr fira
wopualatiioesk; we consider that at ke beginning of ibe experiment mwst males had similar
athilt ages since mist nymphs molied ino adulls within 1 week {(see previous subscctsenl,
The survivil snalysis was mn in JAP 202", all sber 1esis were performed in Sl
6™ Siasistics are given os medion ond lower omil upper iquaniles (sa pwn

Muales of the ~three copulaiens” iresiment achieved their matings in 1-3 days amd those of
ihe “six copulations” reatmen in 2=3% days, Owoe malke of the ~six copulations™ trentment
dsead alter hbs Foanh capulaton and wis excluded from the analyses,

Liseney 1o wopualsinen wmld copula dirmisi

Friedman™s ARNDYA showed that there were no sapmibcant differcnces in labeney 1o
copulatps  betweon  consecutive matmgs within the “throe  copulations”  mmeatnsem
1 =19, df = 2, I > 0.3 and within the “six copulations™ treatment (" = 1.3, of =
8.8 = 05 Friedman's ANOVA showeal ihat there were no significoni differences in
copuln duration berwesn consecutive matings within the “ithree copulaiions™ trenbmcn
i =32 af = 2 P =02 Fig labasd within the “six copulations” teatmen (= 34,
i = &, P =il Fig, Ibh, Since there were ao differences betaeen consecmiive copula-
tsoms withan treaiments, we groaiped the dota of ol copelations and compared the lsency 1o

) S
Risll 4 |
E
g i
% ” T = 1
i L I [
An Y I . e 4 I
a ¥ T e} . T w ¥ w - 1
= A 3 (R - R L R T R
Capulation Chrader

Fig. 1| Moesdion i9sas ~ Qs b thurmtion {msinh of oomsecaive copulatons of makes maed wish iy deree
AP 11w iy s wingie Tamades (N = 10
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Flg. I Median Qs — sl siee ol cjaculaics teea covered m am’s prosfuced By males maned
oy utively wigh (ap theee (N = 10 ew dbp sin vargin fomales iN = )

copulation aml copula duration between mabes of boih treatments amd found no sigmificant
dilferemces (Mann-Whiiney lesis; lalency o copulation: U s THE, & = 07, M= 3,
Ny = M copula durithn: EF = 785, P = (61, My = 50, M = M)

Ejpculate sise

Fricdmun's ANOYA showed that there were no significani differences in the pmaouni of
ciculate rnderred in consecutive copulations by males of the “three copulations™
treatment (y” = A4, o = 2, P = 0007 Fig 23 amd of the “sx copulaiions”™ neabment
(_.g: =T w5, P02 Fig 2b) Since thene were o differences in ejuculaie siee
between consociive copulations within meatmeits, we groapaed the data of all copalaions
and compared the snwmim of ¢gaculage mnsferred by males of the “ihree copularions™ and
the “sin copulations” teatme ool Tound o sigmificant differences | Monn-Whiteey 1es:
L= T4R.5, P = L5T, No- = M, Ny = 54),

Blale survivorship

The overall survival analysis was significant (7 = 624, dF = 2, I* = [LEH; Fig. 1) Lasg-
rank lests showed thal mubaply maved males heal decreased longevaly m comparisaon with
virgin mabes {“three copulations™ vs. “virgin®: = 4.2 af = 1. P = W39 “sis cop-
ulathons” vs, “virgin®! ¥ = 4.50. df = 1. F = 0.04; Fig. 3} However, no significan
difference in longevity was detected between males of the “three copulations™ reatment
omd the “six copulations™ treatment " = 002 = 0073; Fig. 3,

[iscussinn

Chur experiment showed that & margioedla moles are able po produce simiilar sksed opac-
uldtes in wp b sis comseaitive copalatiess (Fg, 25 sl thas mubiple mated nales
experienced a sharp dechine omale longeviy (Fg. 30 The reduction in longevity indicates
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Flg. 3 Pusi-riaing swrvivership 1L — oy
cirves ol midles mased wigh peo II
00 descontinuous line: o = T
Ao R, dheee 80 sanliad lines ns - I
Mo DI o sia 480 dhsted lime; i
N o= W females; day "0 s ihe 5T fi
day in which the experimem E
Began ke when mddés ol e Tk —
“thice copiilatmne” amd fhe “ay
copadalimns” ireaimesis mescd e
Fowr il firsd Rimh E o —
5
i -
il -
1L 1 1 1
a & & is

Thse since lirst copulation (daysi

ther enistence of made mating costs in this specses, This stsly is another cose of o growimg
hisdy ol evidemce that imdscates that mating emisals subsiantial cosis that compromise ihe
survivorslap aof males (Conbero 2000 Mo and Hosken 2006k Paukko amd Kotakhe J0605;
Ferkau and Fracher 2000 Kotbalbwe anad Sinusons 2007; Buron-Chellew e al, 2007 ba see
Pérez-Saples amd Aduja H5H),

Cownbilering that in oar expenment mating costs of eoologicnl origin (discase imns-
massion, risk of attack by natumal enemies, e, Parrdlge 19587, Conls amd Partridze 1596)
ware e sl the negative effect of mating on male survival seenes 1o b o physiological
cosd of mming {Parinidpe 1957, Cordis ond Parindge 199, which coold resul from ibe
trnde-off of resounces with one o maore of the follvwing provesses: (n pre-copulabiey
chases and courtshap (Cutiomuic aml Cordern 2006, ibh the oet of mating itself. ic)
performance of behaviors whose apparent functbon s 1o stowilae e female during
copulaton (Coatasgquiz and Condero 20060, (d) behavioral mieractions wih femnales
rejecting male stimulstion during copulmbon or apparenily rving 10 finidh copulation
{Cuotiznguis @nd Conders 256, ond (¢) ejaculaie production, Activities (o) and (d) moy
he enerpetically cosilly jud.:in.: from the tme (sctivity o) and elfon (octivitics s ond d)
anvolved o theny, wheneas (cp is performed relatively fregquently iCootianguie amd Corder
Axia) dunng the long copulations (Fig. 1§ and involves movement of legs and amennae
that coaldd be energetically costly (Cuatianguiz ¢ al. 303 Coatbanguie amd Cordero i),

Copnidering thay 5 smargisella females appear oo be haghly polyvondrous | Cuntioniguaz
e pl, BEEY; Coatianguiz pnd Conlero 2060655, the ahiliey of males o produce ejoculaies of
similar size m consecutive copalations is an »:A.[n:«l.'l.cd milaplive response e sclection ansing
from spen conpetition | Sviind and Wiklamd 198350 We sugpest that ejaculate produiction
coald be an imiponianit component of male maling costs in this species. In 5 aargiaelia ihe
siae of the ciacelote may not reflect s inee cost becanse unpablished experimemal resalis
sugpest thi the quality of the gjaculae (and, probably, fs cosaliness) bs not cormelated with
its size. Char unpohlished expenimem shows that malkes tamsfer subsipnees in ibe epaculnee
that increase the offsprng prodoction of lemabes and this benefilt s reduced when ibe
cjoculzte s tromsfemad by o recently msted mabke, despate the fact that we dad mot fimsd o
differemoe in the siee of ejoculates troasfermed i bwo consecutive copulations (Caalianguis

anid Cordero in prepamiion ).
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Adtlvmigh multiply mated males died at o signabcantly higher m@ae than virgin meales,
there was no difference in longeviiy between nesles thar mated theee and siy tinses. This
supgests that the pegative relatlon between lonpevity and namber of copailations is no
limear. Ferkow amd Fisher (206660 observed o simikr patiern in experimems with ihe -
terfly Prens nopd and they consider that the absence of o lmear relation between mimber of
matungs amid loagevity sheds some dowlas on the existence of a survival cost. However, we
div ot s why survival eosts funetions should be Binear. The rste @t which the negaive
eflact of mudtiple matimg socres may decrenses as the nunvher of copulntisss increases if
selaction favors the production of bigger cjaculstes i Ard yersus subsegquent mutimgs, as il
has been progosed by Suiind amd Wiklund ¢ 1986) for the butterily Pogrifio mocbaor, or if
niales allovate resmirees e several leapected ™) copulatbns immssadiaeely befone their firs
copulation e Pérer-Smphes and Alujn 2060,

Male muiing costs result i male fitness unctions. showang diminshing retars amnd anm
inermedsnte masimum wilh respect io nomber of copalations, as aell as in seleciim in lsor
ol male mine choloe (Bondurnnsky 20600 g When males invest a sobstantial amosnn of
resomirges 0 epch copulation (ep. e dry mass of the first spenmmophore produced by
I, purgnd puibes may be equivalens o os moch o 295 of ther dry body mass; Ferbow aml
IFashir 20M5 ) and receplive femobes are nol scarce, males that copulate preferemtially with
lermales with a hagh reproductive value will be favored by sexual selection {Hondunamsky
. lai ibe particular cose of gjaculale production coss, seaal sebeation would Faver the
evoluiion of molulstion of ejoculate allocation as o fasctiion of female qualiiy (i.e., crypiic
miale chiosiee; Weadelleg ol 200025, This could explain why our experimemal mnbes transfenmed
simular amoinks of ejaculaie b conwoutive females: smoe femabes were virgin, males coulel
have “perceivod ™ that ey had the same reproductive valse, Experiments exploring wisciher
miale 5 amnnigde i allocates ¢jaculates depending on female quality are carmemly i process,
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I ntroduction

In many insect species copulations commonly occur in presence of conspecific individuals
(Thornhill and Alcock 1983). The presence of males searching for mates could provide
information to copulating individuals and affect their behaviour. For the mating female, the
presence of nearby males could provide information about the relative quality of various
males and about female mate searching costs in case further mates are looked for after the
current copulation. These estimates could influence behavioural decisions of females, such
as copula interruption and female remating. For the mating male, the perception of
additional males in the neighbourhood could be associated with a higher probability of non-
virginity of his actual mate and with higher risks of copula interruption and female

remating after copulation. These factors translate into higher risks of sperm competition for
the male (Parker 1998; Simmons 2001) and in greater opportunity for cryptic female choice
(Eberhard 1996). Therefore, males mating in presence of other males are expected to
evolve adaptations in response to these selective pressures (Simmons 2001).

Two variables are of particular interest for the study here reported. First, copula
duration is predicted to increase when there is risk of sperm competition due to male biased
sex ratio or increased male density, although other factors (e.g. female fecundity) are also
important and could alter this prediction (Simmons 2001). Second, the amount of ejaculate

transferred is predicted to evolve flexibility in response to sperm competition risk (Parker
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1998; Simmons 2001) as a result of ejaculate production costs (Dewsbury 1982). In
general, theoretical models predict that increased risk of sperm competition favours an
increase in the amount of ejaculate transferred, although other factors can modify this
expectation (Parker 1998; Simmons 2001; Wedell et al. 2002). For example, larger females
could be more fecund and more sexually attractive—and therefore have a higher probability
of being mated—and males could be selected to transfer larger ejaculates to them
(Bonduriansky 2001; Simmons 2001; Wedell et al. 2002). On the other hand, males could
also be selected to produce smaller ejaculates when copulating with previously mated
females—in which sperm competition is more intense—if seminal substances ameliorate
the hostile conditions of the female genital tract, thus exploiting ejaculates of previous
males (Hodgson and Hosken 2006). Cryptic female choice could also influence the amount
of ejaculate transferred if females can prevent, decrease or stimulate ejaculation by some
males (Eberhard 1996).

Here we report the results of an study of the effect of perceiving nearby virgin males
on ejaculate transfer and copula duration in the irSectomacra marginelléHerrich-
Schaeffer) (Heteroptera: Largidae). Perception of nearby males during copulation can be
important forS. marginellabecause in nature they can reach very high population densities
during the mating season. In this species both sexes mate multiply and females can remate
with consecutive males, even in the same day, without necessarily having laid eggs
between copulations (Cuatianquiz and Cordero 2005, 2006). Ejaculate production is costly
for males, as judged from the negative relation between number of copulations and male

longevity (Oliver and Cordero 2009), and there is sperm precedence of the last male,
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although variation in P2 is wide (N Caballero, BE Hernandez-Bafos and C Cordero
unpublished data).
Materialsand M ethods
S. marginellais a univoltine species that occurs at variable but generally very high
population densities in central Mexico (Cuatianquiz et al. 2003). Adult body length varies
between 12 and 15 mm, and females are longer and wider than males. In the Ciudad
Universitaria campus of the Universidad Nacional Autébnoma de México in Mexico City,
the mating season occurs between May and September, after a period of about six weeks in
which adults are present but sexually inactive (Cuatianquiz and Cordero 2005, 2006).
Males actively search and try to mate with females without showing aggressivity towards
other males; females frequently reject the mating attempts of males. Males perform a
complex apparently stimulatory behaviour during copulation (Cuatianquiz and Cordero
2006).

We collected adult virgin females and males during the period in which virgin
adults are sexually inactive. We kept adults in the laboratory following the method
previously developed by our group (Cuatianquiz and Cordero 2006). Briefly, individuals
were kept in unisexual groups of 25-35 individuals within 30 x 30 x 50 cm cages made of a
wooden frame covered with mesh cloth in an insectary (12L:12 D and average temperature
of 22°C). The insects were fed fresh leaveBurddleiacordata(Loganiaceae) and a
solution of water with 20 g of sugar, 0.2 ml of hydrolyzed vegetal protein (“Jugo
Maggi”™) and 37 ml of raw egg white (amounts needed to produce 100 ml of solution)

absorbed in small balls of cotton that we changed every other day.
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To assess the effect of perceiving nearby virgin males on copula duration and
amount of ejaculate transferred, we made an experiment in which virgin males were mated
with virgin females either in isolation (control group) or in presence of four virgin males
(experimental group) in transparent plastic petri dishes (10 cm diameter) with one
transparent division in the middle in which several holes were made to allow the pass of
odours from one side of the cage to the other. In the experimental group a pair was
introduced in one side of the petri dish and the four additional males in the other to avoid
direct physical contact; in the control group only the pair was introduced and the other side
of the dish was kept empty. Mating and “nearby” males were randomly chosen from the
available virgin males. We measured copula duration and, immediately after copulation,
females were killed in 70% ethanol and preserved in a refrigerator (-20°C). Afterwards,
each spermatheca was dissected out, cleared in slowing boiling KOH (10%) during 2 h, and
photographed with a digital camera (Sony DSC-P50 Cyber-Shot 2.1) mounted on a
dissection microscope (Olympus SZH10). In the photographs, ejaculates were observed
through the wall of the rigid and spherical spermatheca. We used the area covered by the
ejaculate as an estimate of ejaculate size. Ejaculate area was measured on the photographs
with the softwardmageTooBB.00 (http://ddsdx.uthscsa.edu/dig/itdesc.html). We dissected
all mating pairs to check if they had been attacked by parasitoid flies (Tachinidae) or wasps
(Hexacladiasp., Encyrtidae), the maparasitoids 06. marginellan the study site
(Mendez and Cordero, unpublished data). We checked parasitism by looking for fly larvae
or larvae or pupae ¢fexacladiawithin the body cavity. We repeated the experiment in

two consecutive years (2005 and 2006).
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Results
In 2005 we found that 13 out of 17 (76.5%) control males transferred ejaculates, whereas
only one of the 17 males (5.9%) of the experimental group delivered an ejaculate during
copulation (Chi square=17.49, df#8<50.0001). The size of the ejaculate produced by the
only experimental male that transferred an ejaculate was relatively small compared to that
of control males (Table 1). In 2006, all 20 control and 16 out of 19 (84%) experimental
males transferred ejaculates. The difference between treatments in the frequency of males
not transferring an ejaculate was not significant (Chi square=3.42 ,Ri81064). The size
of the ejaculates transferred by control and experimental males was similar (Table 1,
Mann-WithneyU=177,P=0.710). The proportion of experimental males that transferred an
ejaculate was much larger in 2006 than in 2005 (84%.9%; Chi square=22.1, df=1,
P=0.0001). Lumping together both replicates (2005 + 2006), the size of the ejaculates
produced by males of the control groups of both years and the experimental group of 2006
showed no significant differences (Table 1; Kruskal-Wallis ANOWAs=1.75,P=0.416).

A two-way ANOVA showed no significant differences in copula duration between
control and experimental grouds; 6=1.43,P=0.236; Table 2). However, copulations
were of longer duration in 2006 (s=10.15,P=0.002; Table 2). The interaction between
treatment and year was not significaft {=0.47,P=0.495).

No evidence of parasitism was found in any of the mating males and females.
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Discussion
The probability of transferring an ejaculate was lower in copulating pagsroérginella
when they mated in visual and olfactory contact with groups of virgin males than in
isolation in 2005 but not in 2006. Our experiment does not permit to distinguish if the 2005
result was a product of strategic ejaculation or of females exerting cryptic choice by
somehow preventing some males from transferring an ejaculate. In the first case, it is
possible that the substantial ejaculate production costs (Oliver and Cordero 2009), female
promiscuity (Cuatianquiz and Cordero 2005, 2006) and relatively high probability of
finding more receptive females (a reasonable assumption given the high population
densities observed during both years of study), favored males that did not deliver an
ejaculate to females in which they perceived a high risk of suffering sperm competition due
to the presence of several nearby virgin males. The second possibility is that in 2005
females prevented most males from transferring an ejaculate due to the fact that they
perceived the mating males as suboptimal because they were not able to keep other males
away from the couple or take the female away from other males. Other reason why females
could prevent ejaculate transfer is that they detected a mate of better quality among the
nearby males, although this seems unlikely because mating and “nearby” males were
randomly chosen from the available virgin males.

Even if we consider the results from 2006 as marginally signifiés.064), the
results obtained in both replicates of the experiment were clearly and significantly different
(84% of experimental males transferred an ejaculate in 20869% in 2005P=0.0001).

We carefully checked the methods employed in both years and did not found any difference
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that could explain the different results as an experimental artifact. We do not have an
explanation for these differences and we can only provide some speculative ideas. First, it
is possible that in 2006 the value of females for males was larger than in 2005 and,
therefore, the estimated cost of not transferring an ejaculate to a particular female was also
larger. Differences in factors such as sex ratio, population density or rates of parasitoid
attack could produce between-years differences in a male’s estimates of female value.
Taking parasitoids as an example, tachinid fliestdexhcladiawasps attack. marginella

adults since before they are sexually active, parasitized females do not produce any eggs,
and there are large between-years differences in rates of attack (unpublished data). If attack
by parasitoids was particularly high in 2006, males perceiving a high average level of
parasitisnmbeforebeing collected for the experiment could have estimated their own
probability of survival and their probability of finding females as very small, and these
factors could have contributed to increase the value of females and, thus, the probability of
transferring an ejaculate.

A second hypothesis for the differences between years is that they are a product of
cryptic female choice. For example, females could have been more selective in 2005 than in
2006. Females could have been more selective if, for example, as in the previous
hypothesis, attack by parasitoids was higher in 2006 than in 2005. If in 2006 females
perceived a high level of parasitism in mdle$orebeing collected for the experiment,
such perception could reduce their estimates of the probability of finding males in the
future and of their own probability of survival, and these two factors could have contributed

to decrease their choosiness. If copula duration is at least patrtially controlled by males (and
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this seems possible thanks to the genital claspers ofSnatarginellaMoreno-Garcia and
Cordero 2008), this hypothesis helps explain why copula durations were similar whether
the male transferred an ejaculate or not, because males could try to transfer an ejaculate
during the “typical’ mating duration. Nevertheless, this “female control of ejaculation”
hypothesis does not explain why copulations were of longer duration in 2006 than in 2005.
However, although sexual selection can influence copula duration, other factors (review in
Simmons 2001) could have been responsible of the between-years difference. Finally, it is
important to stress that in the previous discussion the influence of differences in parasitoid
attack is a purely speculative example, used for illustrative purposes, for which we do not

have any direct evidence.
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Table1l Median R2s0—Q7s%] (n) area of the ejaculate transferred by n&tlenomacra
marginellawhen mating in absence (control) or presence of four virgin males
(experimental) in each replicate of the experiment (2005 and 2006)

Ejaculate areain®)

Treat t

reatmen First replicate (2005) Second replicate (2006)
Control group 0.03 [0.03-0.04] (17) 0.036 [0.033-0.038] (20)
Experimental group 0.02 [-] (1) 0.036 [0.034—-0.039] (19)

Table 2 Mean (x standard deviationh)( copula duration ofStenomacramarginella
couples mated in absence (control) or presence of four virgin males (experimental) in each
replicate of the experiment (2005 and 2006)

Copula duration (min)

Treat t

reatmen First replicate (2005) Second replicate (2006)
Control group 86.9+49.0 (17) 113.8+45.3 (20)
Experimental group 66.6+45.4 (17) 108.3+43.7 (19)

0809
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V ARIACION EN LA CANTIDAD DE EYACULADO TRANSFERIDO DE  ACUERDO CON EL GRADO
DE COMPETENCIA ESPERMATICA EN
Smarginella(HETEROPTERA : L ARGIDAE )

Celia Oliver Morales
Departamento de Ecologia Evolutiva, Instituto de Ecologia Universidad Nacional
Auténoma de México, AP 70-275, México DF 04510 México.

Resumen

Para que un macho gane la competencia espermatica (CE), necesita fecundar el mayor nimero de
Ovulos. No obstante, si la tasa a la que se produce el eyaculado afecta la adecuacién masculina,
algunos modelos teéricos han propuesto que una estrategia que les permite optimizar sus recursos
reproductivos no es, como se suponia, aumentando la cantidad de eyaculado cuando hay CE, sino
reduciéndola o evitandola. Para hacerlo, se ha sugerido que los machos son capaces de obtener
informacion de la CE a través de algunas caracteristicas propias de las hembras o del medio en el
gue se encuentran durante la época reproductiva. En este trabajo se evalué empiricamente si los
machos d&tenomacra marginellaon capaces de percibir la CE y evitarla.

Aunque el tamafio de las hembras no fue utilizado por los macho para inferir la CE, puesto que no
importando las diferencias de éste enviaron la misma cantidad de eyaculado, si encontramos que
son capaces de reconocer si una hembra se ha apareado o es virgen y transferir menos eyaculado a
las hembras que habian utilizado parte de su grupo de évulos. En su conjunto, los resultados
sugieren que cuando hay CE y la produccion de eyaculado es costosa, los machos no envian mas
eyaculado, sino al contrario, reducen su envio como una forma de optimizar sus recursos

reproductivos.
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Introduccién

En muchas especies, incluyendo algunas que habian sido consideradas como mondégamas,
es comun que una hembra se aparee con distintos machos (Morrell, 1998). La obtencién de
apareamientos multiples puede beneficiar a las hembras por diversas razones; por ejemplo,
es usual que junto con el eyaculado se envien sustancias nutritivas que son utilizados para
asegurar a la progenie (Eberhard, 1996).

Por otro lado, la poligamia en los machos promueve la competencia de los gametos
de distintos individuos que intentan fecundar a los 6vulos (competencia espermatica—CE;
Paker, 1970). Para ganar la CE, algunos autores han propuesto que los machos necesitan
enviar cantidades similares de eyaculado entre copulas. Este esfuerzo fisioldgico sin
embargo, se considera costoso, pues se ha observado que después de cada apareamiento, el
eyaculado se modifica cualitativa (contenido del fluido seminal) y cuantitativamente
(cantidad de fluido seminal) y por lo tanto, puede afectar la adecuacién masculina
(Dewsbury, 1982). El tiempo que tarda un macho en volverse aparear (latencia a la copula)
y que esta relacionado con su capacidad de producir el eyaculado es un ejemplo de ello,
pues si la latencia a la cépula se incrementa conforme aumenta el nimero de
apareamientos, entonces la adecuacion masculina disminuye puesto que se pierden
oportunidades de copula (Wedell et al., 2002).

Debido a los beneficios que las hembras obtienen de la CE, y al contrario, a los
costos que ésta le imprime a la produccion de eyaculado, se ha considerado que la CE
puede generar un conflicto de interés reproductivo entre los sexos (Simmons, 2001). Entre

los caracteres que les permiten evitar o disminuir la CE a los machos y reducir los costos,
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se encuentran los conductuales, como por ejemplo, el resguardo de la pareja (Simmons,
2001). Entre los morfoldgicos, las estructuras utilizadas durante los procesos de
desplazamiento o remocién espermatica (Cérdoba-Aguilar 1999). Y entre los fisiolégicos,
una transferencia de menos esperma cuando aumenta la probabilidad de que una hembra
determinada se haya apareado (riesgo de competencia es espermatica—RCE; Parker et &l.,
1996). Si el tamafio de las hembras se relaciona proporcionalmente con la capacidad de
producir 6vulos y almacenar eyaculado (Ryne et al., 2001; Michaelidis et al., 2006) por
ejemplo, entonces las hembras grandes podrian representan mayor RCE que aquellas de
menor tamafo. Por lo tanto, para disminuir el efecto del RCE y asegurar la paternidad, los
machos deberian enviar mas eyaculado a hembras chicas (McLain et &l., 1990; Parker et al.,
1996; Parker et &l., 1999; Reinhardt, 2001).

Por otro lado, si los machos son capaces de detectar la presencia de otro eyaculado
dentro el tracto reproductivo de las hembras (intensidad de la competencia espermatica—
ICE) y enviar menos eyaculado a estas hembras que a las virgenes, entonces podrian
disminuir el efecto de la ICE y aumentar sus probabilidades de paternidad (Paker, 1998;
LaMunyon y Huffman, 2001; Engqvist y Reinhold, 2006; Frieberg, 2006).

Una forma de evaluar la cantidad de eyaculado transferido es por medio de la
duracién de la copula, ya que se ha encontrado que ambas variables se correlacionan
positivamente (Parker et &l., 1999; Taylor et &l., 2000; Garcia-Gonzalez y Gomedio, 2004).
Por lo tanto, ambas variables fueron utilizadas para evaluar si los machos transfieren menos
eyaculado cuando se aparean con hembras grandes o apareadas, respecto a aquellas que son

chicas o virgenes.
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Especie de estudio

Stenomacra marginellse encuentra distribuida desde la region Patagonica hasta el norte

de Estados Unidos. En México generalmente se les encuentra en densidades altas sobre los
arboles dBBuddleiacordata La temporada de apareamiento en la Ciudad de México

comienza en mayo Y finaliza en septiembre (Cuatianquiz et al., 2003). El cambio de ninfa a
imago es sincronico; una vez que los individuos alcanzan el estado adulto presentan un
periodo aproximado de un mes sin receptividad sexual (Cuatianquiz et al., 2003). Las
hembras casi siempre se aparean con diferentes machos, aunque algunas veces lo hacen con
el mismo (Cuatianquiz y Cordero, 2005). Como en otras especies poligamicas, las hembras
tienen un reservorio espermatico que les permite mantener el eyaculado de diferentes
machos (Eberhard, 1996).

Las hembras son significativamente mas grandes que los machos (medicion ventral
gue abarca la cabeza, el térax y el abdomen [U = 1839.5; P = 0.0060004103,
mediana = 11.6, CI-11.23, CS-129yn = 106, mediana = 12.68, CI-12, CS-13.22] Obs.

Pers. de campo 2004 — 2008).

Los machos realizan una serie de conductas durante el apareamiento (Cuatianquiz et
al., 2003; Cuatianquiz y Cordero, 2006) en las cuales hay contacto entre estructuras
sensoriales como las antenas, los pelos y las cerdas. Ademas presentan vellosidades
alrededor del edeago (Moreno-Garcia 'y Cordero, 2008). Se sabe que los apareamientos
afectan negativamente la longevidad masculina (Oliver y Cordero, 2009);

Finalmente la oviposicion ocurre, aproximadamente, 12 dias después del

apareamiento [(n = 50, mediana 11; CI-9, CS-13) Obs. Pers. de campo] y hay evidencia
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experimental que indica que el segundo macho en copular obtiene del 75 al 80% de la

paternidad respecto al primero (Caballero, 2007).

Colecta, mantenimiento y conservacion
Este trabajo se realizé durante la temporada reproductiva (mayo) de los afios 2004 y 2005.
Durante el mes de abril (2004 y 2005) se aprovecho el periodo en donde no hay
receptividad sexual para colectar individuos virgenes que se encontraban alrededor de la
reserva del Pedregal de San Angel, en el campus de la Ciudad Universitaria que pertenece a
la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM). Los individuos colectados fueron
separados por sexo y mantenidos en encierros d838 50 cmque fueron hechos con un
armazon de madera y paredes de tul. En cada encierro se mantuvo una densidad de 25 a 30
individuos. Todos los encierros fueron mantenidos en condiciones controladas de luz y
temperatura (12L:12D; 2€). A los organismos se les alimenté con hojaButddleia
cordata(Loganiaceae) y una solucion de agua cog @ azucar, 0.2hl de proteina
hidrolizada (“Jugo Maggi"™) y 3l de clara de huevo/ 108gde la solucién. La
solucién les fue proporcionada por medio de algodones que fueron empapados y colocados
dentro de recipientes redondos (5 x&. El recambio del alimento se realiz6 cad&48

Para la fase experimental, todas las parejas fueron asignadas aleatoriamente a cada
uno de los grupos. Las observaciones de los apareamientos fueron hechas a través de cajas
petri (15cm x 0.5 cm). En todos los casos, después de haber concluido los tratamientos, las
hembras fueron incluidas en alcohol al 70% . Posteriormente se les fotografid y se les

extrajo la espermateca. Cada espermateca se aclaré con hidréxido de potasio (KOH al
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10%); para acelerar la reaccion se calentd en bafio maria por 45 minutos. Por medio de ésta
técnica se obtuvo tanto el &rea de la espermateca como la del eyaculado almacenado dentro
de ellas. Las preparaciones se observaron y fotografiaron en un microscopio estereoscépico
Olympus SZH10 a un aumento de 1.5X7 con una cdmara Sony digital DSC-P50 Cyber-shot
de 2.1 mega pixeles. Las imagenes se procesaron con el programa ImageTool versién 3.00

para Windows y la escala utilizada para medirlas fueren

Disefio experimental

Experimento |

Para conocer si la cantidad de eyaculado transferido cambia entre hembras grandes y chicas
y de qué manera, se plantearon las siguientes predicciones y se realiz6 el experimento que

posteriormente se describe.

Predicciones
Partiendo del supuesto que considera que las hembras grandes representar un mayor
riesgo de competencia espermatica, esperabamos que:
1) Los apareamientos con hembras grandes serian de menor duracién que con hembras
chicas.

2) Latransferencia de eyaculado seria menor hacia hembras grandes.

A un grupo de hembras virgenes (N=100) tomadas de manera aleatoria de los encierros, se

les midi6 el largo del cuerpo con un vernier manual (en milimetros). Para hacerlo, se midié
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la parte ventral del cuerpo, que abarco desde la cabeza, pasando por el térax, hasta el
abdomen. Posteriormente, y de acuerdo con su longitud, fueron escogidas las 11 hembras
mas grandes y las 11 mas chicas. Finalmente ambos grupos fueron utilizados para formar
las parejas que se aparearian con los machos virgenes y que fueron tomados aleatoriamente
de las cajas en donde se mantenian.

Al término del experimento se volvid a medir la longitud de las hembras y también
se midio la longitud de los machos. A las hembras se les medi6 para corroborar si las
diferencias en el tamafo corporal entre el grupo que consideramos como chicas y como
grandes eran significativas. A los machos en cambio, se les midié para asegurar que no
habia diferencias significativas de tamafio entre los que elegimos para aparearse entre los
grupos de hembras grandes y chicas.

Las variables que se midieron en este experimento fueron las siguientes: a) la
duracién de la copulanin), b) el area visible de la espermatqearf] y c) el area visible
del eyaculado dentro de la espermatgee), Para comparar el tamafio de las hembras, las
espermatecas, la duracion de las copulas y el tamafio de los eyaculados entre ambos grupos,
se utilizé la prueba de “U” de Mann Whitney, que se encuentra disponible en el programa

Statistica (StatSoft 1999).

Resultados
El tamafio de las hembras
El tamafio de las hembranr() pertenecientes a los grupos que denominados como

grandesy comochicasfueron estadisticamente distintos entre si (U = 0.000001, p =
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0.00007; hembras grandes N = 11, mediana 13.89; CI-13.58, CS-14.17; hembras chicas N =
11, mediana 11.76; CI-10.91, CS-12.43). A pesar de ello, el tamafio de las espermatecas
(unf) no difirié significativamente entre ambos grupos (U = 45, p = 0.31; hembras grandes

N = 11, mediana 0.05; CI-0.05, CS-0.06; hembras chicas N = 11, mediana 0.05; CI-0.05,

CS-0.05;).

El tamafio de los machos

El tamafiofim de los machos que fueron asignados para aparearse con hembras
grandes o con hembras chicas no present6 diferencias significativas entre los tratamientos
(U =49, p=0.45; grupo de grandes N = 11, mediana 12.13; CI-11.72, CS-12.64; grupo

de @ chicas N = 11, mediana 12; CI-10.35, CS-12.44).

El efecto del tamafio de las hembras en la duracion de la copula
y en la transferencia del eyaculado

La duracion de la copulan{n) no mostro diferencias significativas entre los
tratamientos (U = 34, p = 0.08; grupo dgrandes N = 11, mediana 124, CI-70, CS-137;
grupo de? chicas N = 11, mediana 68; Cl-48, CS-104). Tampoco se encontraron
diferencias significativas en el area visible del eyaculpdd)(que fue transferido a las
espermatecas entre los tratamientos @47.5, p = 0.4; grupo de grandes N = 11,
mediana 0.03; CI-0.02, CS-0.03; grupoidehicas N = 11, mediana 0.02; CI-0.01, CS-

0.03).
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Experimento Il
Para analizar la idea que propone que las hembras apareadas representan un mayor
el riesgo de competencia espermatica que las hembras virgenes, en el experimento que

aparece mas adelante, se evaluaron las siguientes predicciones:

Predicciones
1. Laduracion de la copula es mayor en los apareamientos con hembras virgenes que
con hembras que se han apareado u ovipuesto.
2. La cantidad de eyaculado transferido es menor cuando las hembras se han apareado

u ovipuesto respecto a las virgenes.

Para el experimento se establecieron cuatro grupos con individuos virgenes. Dos de ellos
consistieron de dos controles c¢drr 15 yQ = 15 cada uno y otros dos experimentales con
4 =30yQ = 15 respectivamente.

El primer grupo controlX) se utilizé con la finalidad de conocer cuanto eyaculado
podria transferir un macho virgen en un primer apareamiento con una hembra también
virgen. El segundo grupo contrédl®)* se plante6 para saber la cantidad de eyaculado que
gueda dentro de una hembra que ha ovipuesto después de haberse apareado por una sola
vez con un macho virgen.

En el primer grupo experiment#l4) se evalud la cantidad de eyaculado que queda

almacenado en una espermateca después de que una hembra se apared consecutivamente

L El nmero de replicas en este tratamiento fue memoue las hembras murieron antes de oviponer
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con dos machos virgenes. Para ello cada hembra se reapare6 despiesedgudise
habia llevado a cabo el primer apareamiento.

En el segundo grupo experimentaDA) % se evalud la cantidad de eyaculado
almacenado en la espermateca después de que una hembra que se habia apareado y
ovipuesto, se volvié a aparear con otro macho virgen. En este experimento las hembras
primero se aparearon con un macho virgen. Posteriormente se esperd a que ovipusieran 'y a
las 24h se reaparearon con otro macho virgen. El tiempo que tardan en oviponer después
de un primer apareamiento con un macho virgen es en promedio de 12 dias (n = 50,
mediana 11; CI-9, CS-13).

Las variables que se midieron en este experimento fueron las siguientes: a) la
duracién de la primera copulaif), b) la duracion de la segunda coputan] y c) el area
visible del eyaculado dentro de la espermatgad)( Todos los datos fueron analizados
por medio de pruebas no paramétricas. Para comparar la duracion de la primera cépulay el
area del eyaculado en la espermateca entre los cuatro grupos (A, AA, AO y AOA) se utilizd
la prueba de Kruskal Wallis. Para analizar la duracién de la segunda cépula entre los grupos
AA 'y AOA se utilizé la prueba de U de Mann Whitney, y para analizar la duracion entre la
primeray la segunda copula de estos mismos grupos, se utilizo la prueba de Wilcoxon para
muestras dependientes. Para todos los analisis se utilizo el programa Statistica 6.0 (StatSoft

2001).

2El nimero de replicas en este tratamiento dismipayque las hembras murieron antes de oviponer
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Resultados
El efecto de la historia reproductiva femenina en
la duracién de la copula

No se encontraron diferencias significativas ni en la duracion de la primera copula
entre los tratamientos (fn=54=1.88, p = 0.59), ni tampoco de la segunda copula entre los
grupos AAy AOA (U= 85, p =0.8; grupo AAN = 15, mediana 142; CI-66, CS-125; grupo
AOA N =12, mediana 142; CI-91, CS-214). Sin embargo, si se encontraron diferencias
significativas en la duracién de la primera cOpula con relacién a la segunda cépula de los

tratamientos AOA (T= 14, p = 0.04), pero no en el tratamiento AA€127, p = 0.06

(Fig. 1).
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Fig. 1 Anélisis de medidas repetidas de la duracion de la primera cépula contra la segunda a) cuando las hembras se

aparearon dos veces consecutivas y b) cuando las hembras se aparearon 24h después de hab® megiaestol(

cuartiles).
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Almacenamiento del eyaculado en la espermateca
dependiendo de la historia reproductiva femenina

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en el area del eyaculado
almacenado en la espermateca entre los grupos conts@b€U419; p = 0.045), siendo
menor en el grupo de hembras que ovipusieron después de apararse (AO). De la misma
manera también se encontraron diferencias estadisticas entre los grupos experimentales
(U1s.12= 40; p = 0.15), siendo menor en el grupo de hembras que se aparearon por segunda
vez después de haber ovipuesto (AOA). Al comparar el grupo control en donde la hembra
se apareo una sola vez (A) con los grupos experimentales (AA y AOA), se observo que el
grupo AOA presentd un area de eyaculado estadisticamente menor que los otros dos grupos

(Fig. 2 y Cuadro 1).
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Fig. 2 Diferencias en el area del eyaculado transferido a hembras con diferente historia de apaneangdiziog, |
cuartiles). Hembras apareadas una vez (A); hembras apareadas con dos machos virgenes consecutivamente (AA) y
hembras apareadas por segunda vez con otro macho virgen después de haber ovipuesto (AOA) (las letras a y b muestran

diferencias significativas P < 0.05).

Cuadro 1. Area visible del eyaculado en la espermateca en el grupo
control (A, AO) y los grupos experimentales (AA, AOA) [valores de la
mediana, cuartil inferior (Cl) y cuartil superior (CS)]

Tratamiento Mediana Cl CS

A 0.03 0.03 0.04
AO 0.03 0.02 0.03
AA 0.04 0.03 0.04
AOA 0.03 0.03 0.03

A Apareadas una vez y sacrificadas inmediatamente

AO Sacrificadas 24 después de haber ovipuesto

AA  Apareadas con dos machos virgenes consecutivamente y sacrificadas 24 h después del segundo apareamiento
AOA Apareadas por segunda vez con otro macho virgen después de haber ovipuesto y sacrificemig4
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Discusion

Que la duracion de la copula fuera mayor en las hembi@edemacra marginella
gue se habian apareado u ovipuesto respecto a las virgenes, podria no apoyar el supuesto
del modelo tedrico que evaluamos, pues éste propone que cuando existe ICE, los machos
deberian de transferir menos eyaculado para asi reducir los costos de la produccion
gamética (Parker et al., 1996). Sin embargo, como durante la cépula un macho podria
desplazar o estratificar el eyaculado de otros machos (McLain 1980; Arnqvist y Danielsson,
1999) y no Unicamente incrementar la cantidad de eyaculado que transfiere, entonces la
duracién de la cépula éh marginellgpodria estar mas bien relacionada con evitar o
disminuir los costos asociados de la CE a través de este tipo de mecanismos.

Ademas que la transferencia de eyaculado a las hembras que se aparearon por
segunda vez después de haber ovipuesto (AOA) fuera menor que a las que se aparearon una
(A) o dos veces consecutivas (AA, Fig. 2), podria implicar que los machos son capaces
discriminar si las hembras han utilizado sus recursos reproductivos y siendo asi, transferir
menos eyaculado. En otras palabras, este resultado se ajusta a las predicciones del modelo
tedrico que sugiere que conforme aumenta la ICE, la transferencia de eyaculado sera mayor
a hembras que representen menor CE y al mismo tiempo, sigue siendo compatible con la
idea de que la produccién espermatica es costosa. Por otro lado, no haber encontrado
diferencias significativas en la transferencia de eyaculado entre los grupos de hembras que
se aparearon una (A) o dos veces consecutivas (AA, Fig. 2), es dificil de interpretar y

podria ir en contra de lo que esperabamos. Sin embargo, una posibilidad que nos permitiria
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explicar porque no encontramos las diferencias esperadas entre ambos grupos, podria
deberse a que los machos del grupo AA que se aparearon en segundo lugar, hayan
estratificado o removido el esperma del primer macho. Esta interpretacién es apoyada con
un estudio previo hecho & marginellaen el que se muestra que el segundo macho es
qguien gana del 75 al 80% de la paternidad (Caballero, 2007). También hace falta mencionar
gue el aparato copulador de los machoS dearginellase encuentra cubierto de
vellosidades (Moreno-Garcia y Cordero, 2008), y que como en otras especies, podria ser
usado como un mecanismo sensoriales que permite evaluar si existe eyaculado dentro del
tracto reproductivo femenino (Siva-Jothy y Stutt, 2003; Uhia y Cordero Rivera, 2005).

Por otro lado, no encontramos que el tamafio de la espermateca se relacionara con el
tamafo de las hembras. Es decir, las hembras grandes no representan mayor RCE que las
chicas. Por lo tanto, no fue raro encontrar que el tamafio de las hembras no influyera en la
cantidad de eyaculado que los machos les transfirieron. Este resultado ademas se relaciona
con otros datos (Oliver C, datos no publicados) en los que se encontré que tanto la latencia
a la oviposicion (U = 12.c =12= 54; P = 0.31), como la eclosion de los huevog {kb c = 12
=50; P =0.22) y el nimero de huevos puestos{ic = 1= 55; P = 0.35), no es distinto
estadisticamente entre hembras grandes o chicasi@\¢ - 1= 0.000001; P = 0.000032).

Finalmente cabe destacar que los resultados de este trabajo en su conjunto, sugieren
que la eleccion criptica masculina puede ser una estrategia reproductiva que ha
evolucionado en los machos como un mecanismo que podria optimizar los recursos

reproductivos.
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DISCUSION GENERAL
Uno de los resultados centrales de este trabajo fue haber encontrado que la transferencia de
eyaculado eistenomacra marginellpuedeafectar el tiempo de vida, lo cual sugiere la
presencia de costos asociados con la produccion de gametos (capitulo I). Como este
resultado ademas es similar a lo encontrado en distintos grupos taxonémicos en donde se ha
mostrado que la produccion de eyaculado genera costos (Dewsbury, 1982; Cook y Wedell,
1996; Hellriegel y Blancknhorn, 2002; Rooney y Lewis, 2002; lyengar y Eisner, 2004,
Wedell y Ritchie, 2004; Engqvist y Reinhold. 2006; Michaelidis et &l., 2006), posiblemente
su presencia sea todavia mas comun de lo que se ha detectado. Si asi fuera, las predicciones
de los modelos referentes al uso eyaculado, particularmente de especies poligamas en
donde hay CE, seguramente se modificaran, puesto que es dificil pensar que si el eyaculado
cuesta, los machos pueden hacer uso de éste de manera casi ilimitada.

Si los costos de la produccion espermatica restringen el éxito reproductivo
masculino, una manera en como se ha propuesto podrian reducirse, es cuando la seleccion
favorece tanto la evaluacion masculina, como una menor transferencia de eyaculado cuando
se intensifica la CE (Schaus y Sakaluk, 2001; Bonduriansky, 2001; Wedell et &l., 2002).
Algunas caracteristicas que han sido relacionadas con la intensidad y el riesgo de la
competencia espermatica son la historia reproductiva de las hembras y el tamafio corporal.
Sin embargo, aunque se ha propuesto que las hembras grandes podrian representar un
mayor potencial reproductivo, hay especies como en la matijieeesia ornatrix
(lyengar y Eisner, 2004) o éh marginelleen donde la transferencia de eyaculado no

depende del tamafio corporal de la hembras. En el c&anbrginellaademas, no
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encontramos ninguna relacion entre el tamafio de las hembras y el de las espermatecas, ni
tampoco con la cantidad de eyaculado o la duraciéon de la cépula (capitulo Ill). Estos
resultados muestran que el tamafio de las hembras no indica el grado de CE y por lo tanto,
transferir la misma cantidad de esperma a hembras grandes o chicas seguramente representa
ventajas reproductivas.

Por otro lado, e®. marginellda duracion de la copula fue mayor en los casos en
los cuales los machos virgenes se aparearon con hembras que habian ovipuesto, lo cual
también se vio reflejado en que la cantidad de eyaculado que se les transfirié6 fue menor que
a las hembras que se aparearon unay dos veces consecutivas (capitulo 1ll). En algunas
especies, la presencia de otro eyaculado dentro de las hembras puede percibirse por medio
del 6rgano copulador. E®. marginellael edeago que se encuentra cubierto de vellosidades
(Moreno-Garcia y Cordero 2008), podria permitir, como en otros insectos, detectar el
esperma de machos previos (Siva-Jothy y Stutt, 2003; Uhia y Cordero Rivera, 2005). Otra
forma que no excluye a la anterior, es que durante la copula, las antenas de ambos sexos
hacen contacto constantemente, lo cual puede estar relacionado con la deteccién de ciertos
cambios quimicos en la cuticula de las hembras u otros, como la presencia de sustancias de
otros machos, que les indiquen si esa pareja ya ha copulado (Siva Jothy y Stutt, 2003; Ryan
y Sakaluk, 2009; Thomas y Simmons, 2009).

La similitud en la cantidad de eyaculado transferido a las hembras que copularon
por segunda vez después de 24 h del primer apareamiento respecto a las que se aparearon
una sola vez, permite sugerir que los machos podrian estar estratificando el eyaculado, ya

que la espermateca 8nmarginellaes una estructura esférica y rigida que no facilita el
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movimiento espermatico (Miller y Pitnick, 2003). Sin embargo, alternativamente los
machos podrian desplazar el primer eyaculado por medio de la presidén de entrada del
segundo. Ambas posibilidades son compatibles con un trabajo previo en el que se demostro
gue los machos virgenes 8emarginellaapareados con hembras apareaddsaites,
ganaron entre el 75 y el 80% de la paternidad (Caballero, 2007).

Por otro lado, una forma por la cual los machos podrian discriminar el riesgo de
competencia espermatica es evaluando el nUmero de machos sexualmente activos alrededor
de una pareja. Cuando consideramos los datos de transferencia de eyaculado bajo RCE de
dos afos consecutivos, observamos que se mantuvo la siguiente tendencia estadistica. Los
machos que se encontraban bajo RCE no transfirieron eyaculado. Sin embargo, los datos
obtenidos fueron significativamente menores para el segundo afio (capitulo I1). Este
comportamiento podria estar asociado a un cambio del valor reproductivo de las hembras
entre afos. Aunque en ambos afios detectamos que durante la fase de inactividad sexual los
adultos de5. marginellafueron parasitados por una mosca de la familia Tachinidae y una
avispa de la familia Enoyrtidakl¢xcladia spque causan que las hembras no pongan
huevos, el grado de ataque fue mayor durante el segundo afio (Méndes, V; Cuatianquiz, C;
y Cordero, C, datos no publicados). A pesar de no contar con evidencia directa sobre el
parasitismo en los individuos de nuestro experimento, una forma de explicar la diferencia
en la transferencia de eyaculado entre afios es la siguiente. Si los parasitoides reducen las
probabilidades de encuentro con hembras receptivas y los machos lo percibieron antes de
ser colectados para el experimento, entonces el grado de ataque en una poblacion podria

traducirse en que durante un aumento de éste (como en el segundo afo), las hembras
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tuvieron un mayor valor reproductivo. Otra opcién es que este comportamiento se explique
por medio de la eleccion criptica femenina. La explicacion es similar a la anterior,
solamente que en este caso, las probabilidades de encuentro que se reducen podrian ser la
de los machos. Si asi fuera, entonces las hembras podrian ser mas selectivas en afios en
donde el parasitismo fuera menor y de esa manera, permitirles a los machos transferir mas
eyaculado en un afio que en el otro.

Para terminar, queremos enfatizar algunos de los principales resultados. Primero,
gue la produccion de eyaculadoSlemarginellaes costosa. Segundo, que como
tedricamente se puede esperar cuando hay costos, los machos optimizan sus recursos
reproductivos mediante el establecimiento de estrategias que les permiten reducir o evitar la
CE. EnS. marginellacomo nuestros resultados lo muestran en su conjunto, una forma para
llevarlo a cabo es transfiriendo una menor cantidad de eyaculado a copulas donde el riesgo
o la intensidad de competencia es mayor. Finalmente, los resultados de esta tesis muestran
la presencia de lo que se ha denominado como eleccion criptica masculina. Un tipo de
eleccién que siendo poco conspicua para el observador, no nos habia permitido detectar
sino hasta hace poco, como el sexo masculino que se pensaba poco selectivo, en realidad no

lo es.

52

PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com



Capitulo IV

BIBLIOGRAFIA

Dewsbury DA (1982). Ejaculate cost and male chd\reerican Naturalist
119:601-610.

Bonduriansky, R. 2001. The evolution of male mate choice in insects: a synthesis of
ideas and evidencBiological Review76: 305-339.

Caballero, N. 2007. Efecto de la conducta del macho durante la cépula sobre su
éxito reproductivo en la chincl&enomacra marginelléHeteroptera: Largidae). Tesis de
Maestria. Instituto de Ecologia, UNAM. 46pp.

Cook P.A. y N. Wedell. 1996. Ejaculate dynamics in butterflies: a strategy for
maximizing fertilization succes$oceedings of the Royal SocietyZ83: 1047-1051

Engqvist L. y K., Reinhold. 2006. Theoretical influence of female mating status and
remating propensity on male sperm allocation pattdmanal Compilation European
Society for Evolutionary BiologyL9: 1448-1458.

Hellriegel B. y W.U. Blancknhorn. 2002. Environment influences on the gametic
investment of yellow dung fly maleBvolutionary Ecology16: 505-522.

lyengar V.K.y T. Eisner. 2004. Male difference to female traits in an arctiid moth
(Utetheisa ornatrix Ecological Entomology29: 281-284.

Michaelidis, C.I.; K. Demary y S.M.Lewis. 2006. Male courtship signal and female
signal assessmentlithotinus greeni fireflies. Behavioral Ecolody’: 329-335

Miller G.T.y S.Pitnick. 2003. Functional significance of seminal receptacle length in
Drosophila melanogaster. Journal of Evolutionary Biology§: 114-126.

Moreno-Garcia M. y Cordero, C. 2007. On the function of clasp&temomacra
marginella(Heteroptera: Largidae)ournal of Ethology26: 1 - 6.

Rooney J., y S.M., Lewis. 2002. Fitness advantage from nuptial gifts in female
fireflies. Ecological Entomology27: 373-377.

Ryan K.M., y S.K., Sakaluk. Dulling the senses: the role of the antennae in mate
recognition, copulation and mate guarding in decorated crikeisial Behaviou(2009),
doi: 10.1016/j.anbehav.2009.02011.

Schaus J.M. y Sakaluk, K. 2001. Ejaculate expenditure of male crikets in response
to varying risk and intensity of sperm competition: not all species play g&®leavioral
Ecology 12: 740-745.

Siva-Jothy, M.T. y A.D, Stutt. 2003. A matter of taste: direct detection of female
mating status in begbudproceedings of the Royal Society280:649-652

53

PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com



Capitulo IV

Thomas M.L y Simmons L.W., 2009. Male-derived cuticular hydrocarbons signal
sperm competition intensity and effect ejaculate expenditure in cridReiseedings of the
Royal Society B279:383-388.

Uhia, E.,y Cordero-Rivera. A. 2005. Male damselflies detect female mating status:
importance for postcopulatory sexual selectmmal Behaviour69: 797-804.

Wedell, N., Gage, M.J.G y Parker G.A. 2002. Sperm competition, male prudence
and sperm-limited female$rends in Ecology and Evolutidty: 313-320.

Wedell N., y M. Ritchie. 2004. Male age, mating status and nuptial gift quality in a
bushcriketAnimal Behaviour67: 1057-106.

IR R

54

PDF Created with deskPDF PDF Writer - Trial :: http://www.docudesk.com



	Portada

	Índice

	Introducción

	Especie de Estudio

	Prólogo

	Capítulo I. Multiple Mating Reduces Male Survivorship but not Ejaculate Size in the Polygamous Insect Stenomacra Marginella (Heteroptera: Largidae) 
	Capítulo II. Perception of Nearby Virgin Males (Sometimes) Affects Ejaculate Transfer but not Copula Duration in Stenomacra Marginella (Heteroptera: Largidae) 
	Capítulo III. Variación en la Cantidad de Eyaculado Transferido de Acuerdo con el Grado de Competencia Espermática en S Marginella (Heteroptera: Largidae) 
	Capítulo IV. Discusión General
	Bibliografía


