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RESUMEN

Los costos de la defensa inmune y los compromisos entre ésta y otros componentes de la
adecuacion, son temas actuales de estudio de la inmunoecologia. En este trabajo se investigé: (a) si
la actividad de una enzima clave en la respuesta inmune, la fenoloxidasa (FO), varia en las hembras
adultas de la libélula Hetaerina americana con respecto a la temporada y edad; (b) si el nimero y
tamarfio de los huevos de estas hembras difiere con la edad.; y (c) los posibles costos inmunoldgicos
de la oviposicion en hembras de la libélula Argia anceps. El estudio se realizo en el rio Tetlama,
Xochitepec, Morelos. Se recolectaron hembras adultas de H. americana de cuatro edades distintas,
en dos temporadas (septiembre 2009 y marzo 2010). Se registré la actividad de FO y se contaron y
midieron sus huevos. También se registré la actividad de la FO en las hembras de A. anceps que se
encontraron en las siguientes conductas: tandem, oviposicidn y percha, todas en dos temporadas
(diciembre 2009 y marzo 2010). Los resultados indicaron variacion en FO para las dos especies: en
marzo hubo mayor actividad que en septiembre y diciembre. Ademas, las hembras jévenes de H.
americana tuvieron una mayor actividad de FO y menos huevos, mientras que las hembras maduras
presentaron una menor actividad de FO y mas huevos (pero no mas grandes). Este cambio puede ser
explicado por el desgaste energético con la edad. Las hembras en tAndem tuvieron mayor actividad
de FO que las hembras en oviposicion y percha, lo cual parcialmente sugiere que la oviposicion es

una actividad costosa.
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ABSTRACT

The cost of immune defense and the emerging trade-offs between immunity and other fitness
components are current study questions in the recent field of ecological immunology. In this study |
investigated whether: (a) the activity of a key immune response enzyme in insects, phenoloxidase
(PO), differs in adult females of the damselfly Hetaerina americana according to season and age;
(b) the number and size of carried eggs differ with age in H. americana, and (c) there is an
immunological cost of oviposition in females of the damselfly Argia anceps. The study was
conducted in the Tetlama River, Xochitepec, Morelos. Adult H. americana females of four different
ages and in two seasons (September 2009 and March 2010) were collected. PO activity was
recorded. Eggs were counted and their size measured. | recorded PO activity of female A. anceps
that engaged in the following behaviors in two seasons (December 2009 and March 2010): in
tandem, ovipositing and perching. Results showed variation in PO activity for the two species, and
PO values of March were higher than in September and December. Young females had a higher PO
activity and produced fewer eggs, and mature females had a lower PO activity and produced more
(but not larger) eggs. This change can be explained by the reduction of energetic resources with age.
Females in tandem had higher PO activity than females during oviposition and perching, partly
suggesting that oviposition is a costly activity.
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1. INTRODUCCION

1.1 Inmunoecologia

Recientemente los ecélogos se han interesado en el papel que el sistema inmune juega sobre la
adecuacion de los hospederos. Es asi, como ha surgido un nuevo campo llamado inmunoecologia, el
cual examina las causas y consecuencias de la variacion del sistema inmune en un contexto
evolutivo y ecoldgico (Rolff y Siva-Jothy, 2003, Schmid-Hempel, 2005). La inmunoecologia busca
entender cudndo y cudles recursos los hospederos deben asignar para defenderse contra patdgenos
(Sheldon y Verhulst, 1996).

Un principio central de la inmunoecologia es que el establecimiento y mantenimiento de la
respuesta inmune son generalmente costosos para los hospederos. Ya que los recursos se encuentran
limitados en la mayoria de los animales, la asignacion hacia la inmunidad debe balancearse con lo
asignado para otras funciones (la reproduccion, por ejemplo) (Sheldon y Verhulst, 1996), lo que se
interpreta como compromisos o “trade-offs” entre estos dos componentes de la adecuacion
(Lawniczak et al., 2006). Por esto, los costos de la defensa inmune y los compromisos entre ésta y
otros componentes de la adecuacion, son temas centrales en este nuevo campo (Schmid-Hempel,
2003, 2005). Existen varios ejemplos de estos compromisos. Un caso es el de las larvas de la mosca
Drosophila resistentes a parasitoides pero que son menos capaces en la competencia por alimento
(Kraaijeveld y Godfray, 1997). Por el contrario, una fuerte seleccion sobre otros componentes de la
adecuacion puede reducir la actividad del sistema inmune. Por ejemplo, se observé una disminucién
de la actividad enzimatica de la cascada de fenoloxidasa (una enzima clave en la respuesta inmune
en insectos; Cerenius y Soderhall, 2004) en machos y hembras de la mosca Scatophaga stercoraria,
debido a una seleccion sexual intensa (Hosken, 2003). El costo que la activacion de la respuesta
inmune tiene para otros componentes de la adecuacion es facil de medir e interpretar, algunos
ejemplos son la baja tolerancia a la desecacion e inanicion (Hoang, 2001) y reduccion en la
fecundidad en Drosophila después de que la respuesta inmune fue activada (Fellowes et al., 1999).
Por otro lado, efectuar actividades demandantes también puede reducir la respuesta inmune.
Ejemplos de esto son la reduccidn en la tasa de encapsulacion de patogenos artificiales en la libélula
Hetaerina americana después de una pelea (Contreras-Gardufio et al., 2006) y la reduccion en la
actividad de fenoloxidasa y resistencia a infecciones bacterianas en grillos machos de Gryllus

texensis, después de actividades reproductivas intensas (Adamo et al., 2001). La respuesta inmune
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puede ser experimentalmente activada para probar posibles consecuencias adversas en otros
componentes. Por ejemplo, una inversion constante en la defensa via encapsulacion de un intruso,
reduce el crecimiento, produccion de huevos y supervivencia en el grillo comin Acheta domesticus
(Bascufian-Garcia et al., 2010). Una reduccion en la produccion de huevos después de que la
respuesta inmune se ha activado por medio de inyecciones de la bacteria Micrococcus luteus y de
cuentas de gel Sephadex, se ha observado en dos especies de mosquitos, Anopheles gambiae y
Aedes aegypti, respectivamente (Ahmed et al., 2002; Schwartz y Koella, 2004).

1.2. Sistema inmune en insectos

El sistema inmune en insectos es innato y se compone de respuestas celulares y humorales (Levine
y Strand, 2002; Schmid-Hempel, 2005). La respuesta celular estda mediada por células llamadas
hemocitos, que fagocitan o encapsulan patégenos para matarlos (e.g. Schmid-Hempel, 2005). La
respuesta humoral esta mediada por moléculas que circulan en la hemolinfa, tales como péptidos

antimicrobianos y otras proteinas complementarias (e.g. Schmid-Hempel, 2005).

La fenoloxidasa (FO) es una enzima que se sintetiza a partir de enzimas precursoras (proFO) en
presencia de patdgenos. La FO reacciona con el oxigeno y transforma principalmente grupos
difenoles en quinonas, que posteriormente se polimerizan, siendo las responsables de la sintesis de
melanina, la cual recubre y mata a los patégenos mediante la formacion de capsulas celulares
(Cerenius y Soderhall, 2004).

1.3 Inmunidad y edad

La inversion en inmunidad en la vida de un hospedero depende de una serie de situaciones, entre las
que destacan: a) los momentos que el hospedero estd mas expuesto a ataques por patdégenos; y, b) si
otras funciones energéticamente demandantes no son prioritarias en ese momento para el
hospedero. Estas situaciones raramente se han abordado en el contexto de cambios en inversion a la
respuesta inmune a lo largo de la vida de los organismos. Existen estudios comparativos para
conocer las diferencias en la actividad de enzimas relacionadas con el establecimiento de respuestas
inmunes (FO y enzimas hidroliticas) entre estadios larvales, juveniles y adultos de moluscos (Luna-
Gonzalez et al., 2003, 2004). Estos estudios han encontrado diferencias significativas en la

actividad de esas enzimas entre estadios, siendo la etapa de adulto la que presenta una mayor
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actividad. Otro estudio relacionado con el desarrollo y la respuesta inmune es el de Koella y Boete
(2002) quienes encontraron una correlacion genética entre la edad de pupacion y la melanizacion en
el mosquito Aedes aegypti. En este estudio, los mosquitos que puparon mas tardiamente tuvieron
mayor encapsulacion que aquellos que puparon mas temprano. Esto sugiere una correlacion
genética entre la edad de pupacion y la inmunocompetencia. Sin embargo, estos estudios no
contextualizaron la inversion a la respuesta inmune en relacion a cambios adaptativos a diferentes

edades.

Es importante realizar estudios que evallen los compromisos que los individuos asumen en
diferentes etapas de su vida. Por ejemplo, debe existir un compromiso en el momento de produccion
de huevos (en numero y tamafio) y la respuesta inmune. Ante este momento en la vida de un
organismo, se predice que los individuos adultos producirdn mas huevos o huevos mas grandes a

costo de la respuesta inmune.

La senescencia es un proceso progresivo de degeneracion somatica, que perjudica las funciones
celulares, interrumpe la homeostasis fisiologica y disminuye la capacidad de supervivencia
(Zerofsky et al., 2005). La actividad y eficacia del sistema inmune cambia durante la vida de un
animal, y tipicamente muestra un declive con la edad, especialmente después de la reproduccién.
Este declive ha sido llamado inmunosenescencia, y se ha observado tanto en vertebrados como en
invertebrados (Moret y Schmid-Hempel, 2009). Ejemplos de estos estudios son los realizados con
Bombus terrestris, una especie de abejorro, donde se encontré una disminucion en la densidad de
hemocitos y en la actividad de FO con la edad, y que la produccion de péptidos antibacterianos no
fue afectada por la misma (Moret y Schmid-Hempel, 2009); en otro trabajo con las especies de
abejorros, B. terrestris y B. lucorum, se observé un decremento en la habilidad de encapsular

patdgenos y en la concentracion de hemocitos con la edad (Doums et al., 2002).

1.4 Costos inmunoldgicos de la oviposicion

Una de las actividades presumiblemente méas costosas en la vida de un insecto es la oviposicion.
Siva-Jothy y colaboradores (1998) realizaron lo que hasta el momento es el Unico trabajo sobre
costos de oviposicion en invertebrados. El estudio fue realizado con la libélula Matrona basilaris
japonica, cuyas hembras presentaron una reduccion rapida y significativa de la encapsulacion

después de la oviposicion. Los autores sugirieron un efecto negativo en la longevidad de las
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hembras como un costo de la reproduccién debido a una baja en el sistema inmune después de un
esfuerzo reproductivo. Al parecer, la hormona juvenil esta involucrada en estos cambios como
sugieren Rolff y Siva-Jothy (2002). La hormona juvenil seria el vinculo fisiologico que haria que
los recursos destinados a funciones sexuales afecten la respuesta inmune (Contreras-Garduiio et al.,

en prensa).

1.5 Estacionalidad

En condiciones generales los animales viven en ambientes temporales donde existen cambios en la
disponibilidad de recursos, condiciones atmosféricas y riesgo de infecciones (Martin et al., 2008).
La variacion de estas condiciones en los diferentes momentos del afio tiene efectos en la adecuacion
como la reproduccién y el sistema inmune. Por ejemplo, en momentos del afio cuando la

disposicidn de alimento es escasa, la respuesta inmune puede verse afectada (Martin et al., 2008).

Existen muy pocos estudios que han documentado la variacion estacional de la respuesta inmune, y
los que se han realizado han utilizado vertebrados (aves y mamiferos). El patron general es que la
respuesta inmune aumenta en invierno y disminuye en primavera (Martin et al., 2008). Por el
contrario, s6lo unos pocos estudios se han llevado a cabo usando invertebrados. Cordoba-Aguilar y
Contreras-Gardufio (2006) han sugerido que la respuesta inmune en libélulas esta fuertemente
ligada a componentes bidticos y abidticos del ambiente, por lo que puede ser un buen indicador de
la calidad ambiental, y que esta calidad puede variar de acuerdo a la estacionalidad. Como apoyo a
esto, se sabe que existe variacion en la inmunidad de individuos que emergen a diferentes tiempos

de una misma temporada (Yourth et al., 2001 y 2002).

Uno de los trabajos que ha documentado la variacion estacional en la respuesta inmune fue
realizado por Cdrdoba-Aguilar y colaboradores (2009a). Estos autores encontraron que tres
componentes esenciales de la respuesta inmune (FO, encapsulacion y 6xido nitrico) de machos de
la libélula H. americana variaron en dos temporadas, lluvias (junio y octubre) y secas (enero y
abril), en una poblacion en Morelos, México. Hubo una mayor actividad de FO y melanizacion en
los meses de lluvia comparado con los meses de secas. Dado que este animal no vive méas de dos
meses como adulto (Cordoba-Aguilar, 2009), los resultados indican que hay generaciones donde los
animales tienen un sistema inmune mé&s deprimido, donde se pueden ver mas expuestos a

patdgenos. Es por esto que conocer esta variacion es importante por las consecuencias para los
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hospederos. En un animal como H. americana que vive todo el afio, las actividades sexuales
costosas y que conflictian a la respuesta inmune tendran costos variables dependiendo del momento
del afio (Cordoba-Aguilar et al., 2009a).
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2. OBJETIVOS

1) Conocer si existe variacion en la actividad de fenoloxidasa entre temporadas y edades de
hembras adultas de la libélula Hetaerina americana.

2) Investigar si existen diferencias en el niumero y tamafio de los huevos entre edades de hembras
adultas de la libélula Hetaerina americana.

3) Evaluar los posibles costos inmunoldgicos de la oviposicién en hembras adultas de la libélula
Argia anceps.

10
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3. HIPOTESIS
1) Existen cambios en la actividad de componentes de la respuesta inmune (fenoloxidasa) y en el
numero y/o tamafio de huevos, en las hembras adultas de la libélula H. americana en dos diferentes

temporadas.

2) Existe variacioén en la actividad de la enzima fenoloxidasa y en el nimero y/o tamafio de huevos,

en las hembras adultas de la libélula H. americana de acuerdo a su edad.

3) La oviposicion es una actividad costosa en la libélula A. anceps.

4. PREDICCIONES

1) La respuesta inmune sera mayor en la temporada de lluvias (septiembre) que en la temporada de

secas (marzo).

2) Las hembras méas jovenes tendran mejor respuesta inmune (mayor actividad de fenoloxidasa) y

mas huevos que las hembras mas viejas.

3) Las hembras que ovipositan tendran una menor respuesta inmune que las hembras que no estan

realizando esta conducta.

11
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Sujetos de estudio
5.1.1 Hetaerina americana

La libélula H. americana es un zigdptero de la familia Calopterygidae. Se distribuye desde el norte
de Estados Unidos hasta Honduras (Paulson, 2007). Los adultos presentan un marcado dimorfismo
sexual. Los machos tienen un intenso color metalico iridiscente principalmente en el térax, con una
mancha roja en la base de las alas. Estudios previos han demostrado que esta mancha roja es un
caracter que refleja la condicion de los individuos: los machos con manchas méas grandes tienen
mayores reservas energéticas, mayores probabilidades de conseguir y mantener territorios, mayor
probabilidad de copular y mejor respuesta inmune (Contreras-Gardufio et al., 2006, 2008). Por otro
lado, las hembras presentan variacion en el color corporal que puede ir de verde a café, con una
incipiente mancha en la base de las alas (Grether, 1996a; Contreras-Gardufio, 2007). H. americana
es una especie cuyos machos compiten, mediante peleas energéticamente costosas, por los
territorios donde las hembras llegan a copular (Contreras-Gardufio et al., 2006, 2008). Puesto que
dichos territorios no brindan ningin recurso a las hembras, se ha propuesto que esta especie
presenta un sistema de apareamiento de tipo lek (Cérdoba-Aguilar et al., 2009b). Finalmente, los
machos acosan excesivamente a las hembras antes de copular, lo que afecta la condicién de estas
Gltimas (Cordoba-Aguilar, 2009). Cuando el acoso es muy alto, las hembras tratan de evadir a los
machos lo cual reduce las reservas energéticas y respuesta inmune de las primeras, reduciendo su

supervivencia (Cordoba-Aguilar, 2009).

5.1.2 Argia anceps

A. anceps es una libélula del suborden Zygoptera y la familia Coenagrionidae. Se distribuye desde
el norte de México hasta Panama. También presenta dimorfismo sexual. Los machos tienen una
coloracion azul con algunas bandas oscuras en el térax y abdomen y las alas presentan una ligera
coloracion hialina. Las hembras son marrones y tienen alas ambarinas (Westfall y May, 1996). A.
anceps es una especie abundante en pequefios rios y su temporada de vuelo es practicamente todo el

afio (Garrison, 1996). No existen datos publicados sobre su historia natural o fisiologia.

12
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En este trabajo las hembras de H. americana se utilizaron para responder las preguntas relacionadas
con la edad y el nimero y tamafio de huevos. Las hembras de A. anceps se usaron para responder
las cuestiones relacionadas con la oviposicion. En ambas especies se evalud la actividad de FO en
relacion a la temporalidad.

El trabajo de campo se llevé a cabo en el rio Tetlama (18°46°11°°N, 99°14°16°> W) en Xochitepec,
Morelos, en los meses de septiembre y diciembre de 2009 y marzo de 2010. Estos son los meses de
mayor y menor densidad de individuos, respectivamente, para H. americana (Coérdoba-Aguilar,
2009) y para A. anceps (observacion personal).

En septiembre de 2009 y marzo 2010 se recolectaron hembras de H. americana (Fig. 1a) de dos
grupos de edades (tenerales-jovenes: Nep = 25, Nmarzo = 26, Maduras-viejas: Ngep = 27, Nmarzo = 23).
Estas se colocaron en tubos de plastico de 7.5 cm con un palillo, se taparon con un algodén himedo
y se guardaron en una hielera para evitar la deshidratacion. La clasificacién por edades se basé en la
flexibilidad de las alas y la dureza de los Gltimos segmentos abdominales: las hembras mas jévenes

presentan alas mas flexibles y brillantes y abdomen blando, a diferencia de las hembras mas viejas

gue tienen alas menos flexibles y opacas, y con frecuencia rotas, y abdomen duro (Cérdoba-
Aguilar, 2009).

Figura 1. Hembras maduras de H. americana (a) y de A. anceps (b)

Después de la captura, se recolecté la hemolinfa (150 pl aprox.) por perfusién, haciendo una
pequefia incision en los Gltimos segmentos abdominales e inyectando 500 pl de PBS (buffer de

fosfatos) entre el segundo y tercer par de patas. Las alas anteriores derechas (de la base a la punta)
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se midieron (en mm) con un vernier digital y los cuerpos se conservaron en tubos eppendorf con
alcohol al 70% para posteriormente contar el nimero de huevos. La longitud del ala anterior
derecha se midio6 para controlar el efecto de la talla sobre los parametros del sistema inmunitario.
Una vez obtenida la hemolinfa, se cuantificé la cantidad de proteina presente en cada muestra por
medio de un kit comercial (Pierce protein assay BCA™) para estandarizarla y que fuera la misma
en todos los individuos (Contreras-Gardufio et al., 2007). Posteriormente se utilizo el método del
acido biciconinico que consiste en mezclar 10 pl de cada muestra de hemolinfa, 40 pl de PBS y 150
ul de una mezcla de reactivo de Pierce. Después se us6 una concentracion de albdmina conocida
para hacer una curva estandar la cual se compar6 con las muestras. Conocida la cantidad de proteina
presente en cada muestra, se ajustd a 25 g de proteina para medir posteriormente la actividad de
FO. Esta actividad se midié espectrofotométricamente a través de la oxidacion de L-
dihidroxifenilalanina (L-DOPA) y la formacion de melanina. Se colocaron en cada pozo de una
placa de ELISA de 96 pozos (Costar 96™) 100 pl que contenian 25 pg de proteina de cada muestra.
A estos 100 pul se les adicion6 50 pl del sustrato (L-DOPA) a una concentracion de 4mg/ml para
iniciar la reaccion de activacion de la FO. La placa se dejo incubar durante 20 minutos en
condiciones de oscuridad y a temperatura ambiente, para posteriormente dar inicio a las lecturas
espectofotométricas. Las mediciones fueron hechas por medio de un lector de ELISA (ELX 800,

Biotek) a una longitud de onda de 490 nm, realizdndose cada 10 minutos durante una hora.

Las hembras jovenes, maduras y viejas usadas para medir los parametros inmunolégicos son las que
se disectaron bajo un microscopio estereoscopico (Olympus, SZX7) para contar sus huevos. Para
este fin, se realiz6 una incision en la parte ventral del abdomen, se colocaron gotas de hidréxido de
potasio sobre los racimos de huevos para disolver la grasa que los une, se separaron los huevos con
pinzas de punta fina y se contaron. Se colocaron cinco huevos tomados al azar en un portaobjetos a
una escala de un milimetro y posteriormente se les tomé una fotografia (Fig. 2). La longitud de los

huevos se midio utilizando el programa Image Tool®.
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Figura 2. Huevos de H. americana (escala=1 mm)

Para conocer los posibles costos de la oviposicion, se capturaron hembras de A. anceps (Fig. 1b) en
diciembre de 2009 y marzo de 2010, entre las 1000 y las 1200 hrs, que se encontraban realizando
las siguientes conductas: tandem (Ngic= 17, Niarzo = 15), oviposicion (Ngic = 26, Nmarzo = 18) y percha
(Ngic = 10, Nmarzo = 4). Las hembras en tandem se encontraron en la vegetacion a la orilla del rio, las
hembras ovipositando se capturaron mientras eran resguardadas por su pareja en las rocas y la
vegetacion sumergida. Por altimo, las hembras perchadas se encontraron solitarias y en la
vegetacion de la orilla del rio. Los criterios para inferir que las hembras perchadas no habian
incurrido en oviposicion fueron los siguientes: a) no participaron en actividades de coOpula
(incluyendo el tindem) y oviposicion después de cinco minutos de observacion, y, b) el nimero de
huevos de las hembras perchadas debia ser considerablemente inferior al de las hembras en tandem
y oviposicion. El nimero de huevos se obtuvo mediante una diseccion, descrita anteriormente en
esta seccion. El andlisis estadistico del nimero de huevos de A. anceps se puede consultar en la

seccién de resultados.
Los individuos de A. anceps se perfundieron como se indicé antes para H. americana para

cuantificar proteina y actividad de FO. Para controlar el efecto de la talla sobre la respuesta inmune,

se midi6 la longitud del ala anterior derecha (de la base a la punta) con un vernier (en mm).
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5.2 Analisis estadisticos

Para determinar la variacion en la actividad de FO por edad (H.americana), conducta (A. anceps) y
temporada (ambas especies) se utiliz una transformacion logaritmica (In+0.01) para los valores de
FO para asi usar un andlisis de covarianza (ANCOVA). Para analizar los datos de huevos de H.
americana, se realiz6 un modelo lineal generalizado utilizando una distribucion binomial negativa,
con el objetivo de conocer si existian diferencias en el nimero y tamafio de huevos entre las edades
y en las dos temporadas. Para analizar los datos de los huevos de A. anceps se efectud un analisis de
covarianza (ANCOVA) y de esta manera determinar se existian diferencias en el numero de huevos
entre conductas. En todos los analisis se uso la longitud del ala como covariable. Los datos se
analizaron con el software R 2.10.1 y las graficas se realizaron en el programa SPSS version 13y en
R 2.10.1.
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6. RESULTADOS

6.1 Variacion en la actividad de FO entre temporadas y edades de hembras de H. americana

Existio variacion en la actividad de FO entre las dos temporadas (ANCOVA, F; o5 = 479.5026,
P < 0.0001; cuadro 1, Fig. 3). En la segunda temporada (marzo) se observo una mayor actividad de
FO que en la primera (septiembre).

Se encontraron diferencias entre los dos grupos de edades (ANCOVA, F; gs= 15.3912, P= 0.0001;
Fig. 3) en el mes de marzo. Las hembras tenerales-jovenes presentaron una mayor actividad de FO
gue las maduras-viejas. El tamafio no explicé la variacion en FO ni las interacciones entre los

distintos factores (cuadro 1).

Cuadro 1. Anadlisis de covarianza de la actividad de FO en hembras de H. americana en funcion de

la temporada y la edad, utilizando como covariable la longitud del ala anterior derecha.

Variable S.C. g.l C.M. F P
Edad 8.622 1 8.622 15.391 0.001
Temporada 268.603 1 268.603 479.502 <0.001
Long. ala dcha. 0.106 1 0.106 0.189 0.664
Edad*Temporada 1.382 1 1.382 2.466 0.119
Edad*Long. ala dcha. 0.478 1 0.478 0.852 0.358
Temporada*Ala 1.334 1 1.334 2.382 0.126
Residuales 53.216 95 0.560
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Figura 3. Actividad de FO por temporada y edad (Jévenes, grupo jovenes-tenerales; Viejas, grupo
maduras-viejas) en hembras de H. americana. DO se refiere a la densidad optica.

6.2 Diferencias en el nimero y tamafio de los huevos entre edades de hembras de H. americana

Existieron diferencias en el niUmero de huevos entre grupos de edades pero no entre temporadas

(Cuadro 2; Fig. 4). Las hembras maduras-viejas tienen un mayor nimero de huevos que las
tenerales-jovenes.

No se observd variacion en el tamafio de los huevos entre temporadas (ANCOVA, F; 54 = 0.241,
P= 0.625; cuadro 3) ni entre grupo de edades (ANCOVA F; 5= 1.225, P= 0.273; cuadro 3). La
longitud alar no explico la variacion en el nimero y tamafio de los huevos ni las interacciones entre
los distintos factores (cuadro 3).
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Cuadro 2. Analisis de covarianza del nimero de huevos en hembras de H. americana en funcion de

la temporada y la edad.

Variable g.l.  Devianza residual p(>|Chil)
Nulo 134.40
Temporada 1 134.26 0.717
Edad 1 110.86 <0.001
Long. ala dcha. 1 109.20 0.198
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Figura 4. Numero de huevos por temporada y edad (J6venes, grupo jovenes-tenerales; Viejas, grupo

maduras-viejas) de hembras de H. americana.
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Cuadro 3. Analisis de covarianza del tamafo de huevos en hembras de H. americana en funcion de

la temporada y la edad.

Variable S.C. g.l. C.M. F P
Edad 0.003 1 8.622 1.225 0.273
Temporada 0.001 1 0.001 0.241 0.625
Long. ala dcha. 0.001 1 0.001 0.588 0.447
Residuales 0.135 54 0.002

6.3 Variacion en la actividad de FO entre temporadas y conductas de hembras de A. anceps

Existieron diferencias en el nimero de huevos segun el tipo de conducta (ANCOVA, F;, gs= 14.72,
P < 0.0001; Cuadro 4; Fig. 5). Las hembras perchadas presentaron menos huevos que las hembras
en tdndem y en oviposicién. No hubo diferencias significativas en el nimero de huevos entre las
conductas tdndem y oviposicion. EI nimero de huevos se incrementa con el tamafio de la hembra
(ANCOVA, F;, gs= 8.50, P=0.005; Cuadro 4).

Cuadro 4. Anélisis de covarianza del numero de huevos en hembras de A. anceps en funcion de la
temporada y tres conductas (tandem, ovipositando y perchando), utilizando como covariable la

longitud del ala anterior derecha.

Variable S.C. g.l C.M. F P
Temporada 47346 1 47346 1.95 0.170
Conducta 726951 2 363475 14.72 <0.001
Long. ala dcha. 209745 1 209745 8.50 0.005
Residuales 2098677 85 24690
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Figura 5. NUmero de huevos por temporada (D, diciembre; M, marzo) y conducta (T, tandem; O,

oviposicién; P, percha) de A. anceps.

Existi6 variacion en la actividad de FO entre temporadas (ANCOVA, F; g= 159.2688, P < 0.0001;
Cuadro 5; Fig. 6). En el mes de marzo la actividad fue mayor que en el mes de diciembre. El largo
del ala no explica las diferencias en FO entre temporadas (cuadro 5).

Cuadro 5. Andlisis de covarianza de la actividad de FO en hembras de A. anceps en funcién de la
temporada y tres conductas (tdndem, oviposicion y percha), utilizando como covariable la longitud

del ala anterior derecha.

Variable S.C. g.l. C.M. F P
Conducta 4.661 2 2.330 4.5087 0.014
Temporada 82.324 1 82.324 159.269 <0.001
Long. ala dcha. 0.274 1 0.274 0.529 0.469
Conducta*Temporada 1.068 2 0.534 1.033 0.361
Conducta*Long. ala dcha. 0.118 2 0.059 0.114 0.892
Conducta*Ala 0.038 1 0.038 0.075 0.786
Residuales 41.351 80 0.517
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Se encontraron diferencias significativas entre el tandem y la oviposicion (t=- 2.074, P= 0.0411).

Las hembras en tdndem presentaron mayor actividad de FO que las hembras en oviposicion.
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Figura 6. Actividad de FO por temporada y tipo de conducta en hembras adultas de A. anceps.
DO significa densidad dptica.
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7. DISCUSION

7.1 Variacion estacional en la actividad de FO en hembras de H. americana y A. anceps

En general, mis resultados contrastan con varios estudios previos en H. americana. En adelante
desarrollo marcos explicativos de estos fenémenos. Cabe sefialar que varias de mis explicaciones se
sustentan en situaciones hipotéticas, dado el caracter diferente de mis resultados con respecto a lo
esperado y su caracter no experimental. En principio, los resultados indicaron variacién estacional
en la actividad de FO en hembras adultas de H. americana; la segunda temporada (marzo, mes de
secas) present6 una actividad mas alta que la primera temporada (septiembre, mes de lluvias). Estos
resultados contrastan con lo obtenido por Coérdoba-Aguilar y colaboradores (2009a) para los
machos de la misma especie, quienes encontraron que los individuos en los meses de secas (enero y
abril) muestran una menor actividad de FO, que los individuos en los meses de lluvias (julio y

octubre).

Las diferencias en actividad inmune entre los sexos pueden deberse a que los machos y las hembras
asignan recursos a las diferentes funciones (por ejemplo, peleas, forrajeo, apareamiento) de manera
distinta (Sheldon y Verhulst, 1996; Rolff, 2002; Cérdoba-Aguilar et al,. 2009¢). La asignacién de
recursos hacia el sistema inmune podria tener mas recompensas para las hembras, ya que un
incremento en su longevidad puede resultar en una mayor descendencia (Rolff, 2002). En contraste,
los machos pueden aumentar su éxito reproductivo asignando mas recursos hacia caracteres
sexuales, y de esta manera tener un mayor numero de cdpulas (Kurtz et al., 2000; Rolff, 2002). En
relacion con mi estudio, las hembras de H. americana pasan la mayor parte del dia forrajeando y
s6lo se acercan a los territorios para aparearse (observaciones personales), mientras que los machos
obtienen y defienden territorios, donde las hembras llegan a copular, mediante peleas
energéticamente costosas (Grether, 1996a). Cuando la competencia es mayor, los machos tienen
valores mas altos de FO que cuando la competencia es menor (Cérdoba-Aguilar et al., 2009a). Esto
contradice las ideas arriba expuestas de si los machos invertirian menos en respuesta inmune
cuando la competencia es mayor, sin embargo, al parecer hay mayor cantidad de recursos
alimenticios en la época de mayor competencia masculina (Cérdoba-Aguilar et al. 2009a) lo cual
podria explicar esto. Doums y Schmid-Hempel (2000) encontraron que un incremento en la
conducta de forrajeo disminuye la inmunocompetencia en una abeja del género Bombus. Es posible

que las hembras de H. americana, que forrajean a tasas mucho mayores que los machos (Grether,
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1996b), presenten el mismo compromiso. Puede ser que esta sea una de las razones del por qué las
hembras presentan una actividad de FO mas baja que los machos durante la época de lluvias que es
cuando el alimento es mas abundante. Otra explicacion es que los meses que los machos necesitan
compensar con valores altos de FO en situaciones de alta competencia no sea necesariamente el
caso para las hembras. De hecho, en estas situaciones, el acoso sexual de machos a hembras es
menor (porque son mas los ataques entre machos que los “distrae” de seguir hembras; Cordoba-
Aguilar, 2009) lo que haria que las hembras no compensaran al invertir mas en el sistema inmune.
Por otra parte, en la situacion opuesta, cuando los machos tienen un sistema inmune menos robusto
pero el acoso a las hembras es mayor, las hembras compensarian con una mejor respuesta inmune
porque de otro modo su supervivencia se veria drasticamente disminuida (Cordoba-Aguilar, 2009).
Los resultados en esta especie han mostrado plasticidad ontogénica en capacidad inmune y
asignacion de recursos en las hembras ante distintas situaciones de acoso masculino (Cérdoba-
Aguilar, 2009) pero las comparaciones entre sexos no se habian hecho en el marco de seleccion

sexual.

Los resultados exhiben también variacion estacional en la actividad de FO en hembras de A. anceps.
Se encontr6é una mayor actividad en marzo que en diciembre. Este es el mismo patrén que encontré
para hembras de H. americana. El vuelo y el forrajeo son algunas de las actividades
energéticamente mas demandantes en los insectos (Beenakkers et al., 1984) por lo que las tasas en
las que estas libélulas forrajean pueden ser una posible explicacion a la variacion estacional en la
actividad de FO. Durante el mes de diciembre el alimento es mas abundante que durante el mes de
marzo, por lo que las hembras forrajean mas en esta temporada y la actividad de FO disminuye.
Otra posibilidad de la variaciéon estacional de la FO puede ser la densidad de machos y la
competencia por copulas tal como detallé para H. americana. A. anceps es una libélula que exhibe
rasgos de territorialidad, como la pelea con coespecificos (E. Gonzalez-Soriano, comentario
personal). Es probable que, al igual que en H. americana, la densidad de machos (la cual varia a lo
largo del afio) induzca acoso sexual hacia las hembras, lo cual disminuya o aumente su capacidad

inmune. Estos supuestos, claro, tendran que evaluarse a partir de evidencia experimental.
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7.2 Numero y tamafio de los huevos entre edades de hembras de H. americana

Los resultados mostraron diferencias en el nimero de huevos en distintas edades de H. americana.
Las hembras maduras y viejas presentan un mayor nimero de huevos que las tenerales y jovenes,
pero no existié variacion en el namero ni en el tamafio de huevos entre temporadas. Es de esperarse
que las hembras tenerales presenten menos huevos que las maduras y las viejas, ya que sus ovarios
son menos desarrollados (Corbet, 1999). La edad en la que se desarrollan los primeros foliculos
maduros varia entre especies de libélulas (Corbet, 1999). Por ejemplo, en Ischnura verticalis los
foliculos aparecen de 4-8 dias después de la emergencia (Grieve, 1937), mientras que en
Leucorrhinia dubia esto ocurre entre los 6 y los 12 dias (Pajunen, 1962). En un estudio previo,
Watanabe y Adachi (1987) determinaron la fecundidad y el nimero de huevos del zigdptero Copera
annulata encontrando que el nimero de huevos maduros decrece con la edad de la hembra, lo cual
es contrario a lo que yo encontré. Existen muchos otros factores que, ademas de la edad, afectan la
cantidad de huevos, de los que destacan el intervalo entre puestas, la temperatura, el alimento, el

parasitismo (Corbet, 1999) y el grado de acoso sexual masculino (Cérdoba-Aguilar, 2009).

Un estudio previo mostro que cuando el acoso es alto en H. americana, las hembras “responden”
produciendo mas huevos al principio de su vida (Cordoba-Aguilar, 2009). Puede ser que a lo largo
de mi estudio, el grado de acoso no fuera tan alto de tal modo que no observé que los individuos
jévenes tuvieran mas huevos que los viejos. Lo que si es compatible con el estudio de Cérdoba-
Aguilar (2009) es que independientemente del grado de acoso y temporalidad, las hembras siempre

producen el mismo nimero de huevos.

7.3 Actividad de FO por edades en hembras de H. americana

De acuerdo con los resultados, las hembras tenerales y jovenes presentan una mayor actividad de
FO que las maduras y viejas en las dos temporadas (aunque las diferencias son significativas
solamente para marzo). Una interpretacion de esto es que las hembras recién emergidas son mas
susceptibles a ataques por patégenos y por eso invierten mas en el sistema inmune para asi
aumentar su probabilidad de supervivencia, contrario a lo que sucede con las hembras mas viejas
que ya han superado esta etapa. Esto estd de acuerdo con las predicciones de Rolff (2002) donde la

apuesta al principio de la vida es proteger al organismo de infecciones para no sacrificar la
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reproduccion. Por otro lado, las hembras méas jovenes presentan un menor nimero de huevos que
las hembras méas viejas, lo que apoya la existencia de compromisos entre el establecimiento de
respuestas inmunes y la reproduccion tal y como Carton y David (1983) y Fellowes y colaboradores
(1999) encontraron para las hembras de Drosophila melanogaster con huevos de parasitoides
encapsulados, las cuales producen significativamente menos huevos que las hembras control. Otra
explicacion es que poco después de la emergencia, a la hembra le toma varios dias obtener los
recursos para fabricar sus huevos. De hecho, se cree que la fase teneral es una especie de
preparacion sexual para machos y hembras, donde ambos buscan recursos para afrontar su vida
futura (Corbet, 1999).

7.4 Variacion de FO en A. anceps durante el tandem, oviposicion y percha

Los resultados mostraron que las hembras que se encontraban ovipositando presentaron una menor
actividad de FO que las hembras que se encontraban perchando. Este resultado apoya la idea de que
la oviposicion es una actividad costosa en la vida de los animales y coincide con el trabajo de Siva-
Jothy y colaboradores (1998), quienes encontraron una reduccion en la encapsulacién de patégenos
artificiales después de la oviposicion en la libélula Matrona basilaris japonica. En la preparacién
para la cépula, las hembras se encuentran preparadas inmunoldgicamente para enfrentar a posibles
patdgenos; es por esto que la actividad de FO es alta. Parte de la explicacion de por qué la respuesta
inmune se hace menos robusta, es que la hormona juvenil induce el reparto de recursos lo cual
favorece la actividad copulatoria a partir de proveer menos recursos a la respuesta inmune (Rolff y
Siva-Jothy, 2002). No es que necesariamente el animal tenga pocos recursos, sino que la hormona
juvenil “apaga” ciertas funciones al asignar menos recursos. Resulta curioso que el tercer
tratamiento (perchadas) presentd una actividad intermedia de FO. Una explicacion es que después
de la oviposicion exista una fase de “recuperacion”. Asumiendo que la produccion de huevos fue
costosa en recursos, las hembras podrian necesitar re-abastecerse de los mismos, hasta que terminan
de producir el siguiente grupo de huevos. A ciencia cierta, no se conoce cémo la dieta impacta la
producciéon de huevos, pero si se sabe que estos se producen toda la vida y se “reparten” en las
oviposiciones en puntos discretos, incluso en especies mondgamas, como la libélula Ischnura
verticalis (Corbet, 1999). Esto supondria que las hembras adultas no tienen que usar todos los
recursos obtenidos durante el periodo larvario para la produccion de huevos, sino que podrian
también depender del forrajeo como adulto, tal como lo proponen Richardson y Baker (1996) para

la libélula Ischnura verticalis.

26



Ruiz Silva: Respuesta inmune en hembras de libélulas

7.5 Perspectivas de estudio en el futuro

Mi trabajo es correlativo lo cual me impidio conocer con més certidumbre cémo distintas variables
ambientales (e.g. variacion en disposicion de alimento, condiciones climaticas, acoso sexual
masculino, entre otros) podrian afectar los valores de inmunidad. En futuros trabajos seria de gran
interés controlar y evaluar variables como la densidad de individuos (la cual determina en gran
medida el grado de acoso de los machos hacia las hembras) asi como la tasa de forrajeo (que es una
actividad energéticamente demandante y que presumiblemente afecta la actividad de parametros
inmunologicos, como la FO). Seria también interesante estudiar otras especies de libélulas tanto
territoriales como no territoriales y evaluar si los resultados siguen el mismo patron. Esta
comparacion es valida ya que los niveles de acoso sexual masculino son diferentes entre especies
territoriales y no territoriales (Cérdoba-Aguilar et al., 2009d). Como se propone en esta discusion,
la estacionalidad es una variable sumamente importante que determina la distribucion y cantidad de
recursos alimenticios, es por eso que una evaluacion precisa de los mismos seria til. Asimismo, es
importante realizar experimentos en condiciones de laboratorio con situaciones controladas para
poner a prueba los compromisos entre la produccion de huevos y la capacidad inmune (por ejemplo,
hembras infectadas y control o hembras bien alimentadas y hembras sin alimentar), y de esta
manera ver si las hembras “apuestan” mas a la produccion de huevos que a la respuesta inmune.

De igual manera, seria muy interesante comparar los niveles de FO en hembras que se encuentren

en diferentes fases de la oviposicion.
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8. CONCLUSIONES

1) Se encontr6 variacion en la actividad de FO entre temporadas en hembras de las libélulas H.
americana y A. anceps. EI mes de marzo presentd niveles mas altos que los meses de septiembre y
diciembre. El desgaste energético debido al forrajeo y al acoso por parte de los machos son
probables explicaciones.

2) Las hembras mas viejas de H. americana produjeron méas huevos, pero de igual tamafio, que las
mas jovenes. Es probable que este patron se deba a que las hembras jovenes invierten méas recursos
a la respuesta inmune que a la produccion de huevos. Existen otros factores que ademas de la edad
afectan la produccion de huevos como: el parasitismo, el grado de acoso, el alimento, el intervalo
entre puestas, las bajas temperaturas, entre otros, aunque estos deben ser probados en estudios

posteriores en esta libélula.

3) Existié variacion en la actividad de FO entre edades de hembras de H. americana. Las mas
jovenes presentaron mayor actividad que las mas viejas, lo cual coincide con la teoria, que predice

gue individuos mas jévenes tienen respuestas inmunes mas robustas.

4) Las hembras de A. anceps que se encontraban en tandem presentaron la menor actividad de FO,
las hembras en oviposicién tuvieron una actividad intermedia, mientras que las hembras perchadas
presentaron la mayor actividad de FO. Esto sugiere que el tindem y la oviposicién son actividades

inmunol6gicamente demandantes.
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