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RESUMEN

La reproduccién es un proceso costoso, por lo que en condiciones poco favorables,
los animales pueden adoptar dos estrategias: (1) posponerla hasta que las
condiciones les resulten mas favorables, o (2) invertir mas recursos en la
reproducciéon actual, que probablemente sera la dltima, atn si esto implica que el
animal muera. A esto se le conoce como inversién terminal y ocurre cuando los
individuos son viejos o perciben un alto riesgo de morir. La teoria de la inversion
terminal estd fundamentada principalmente por estudios en hembras, en animales
de vida larga y en condiciones de laboratorio, por lo que hay pocos estudios sobre
inversion terminal en machos de vida corta en condiciones naturales. Este estudio
es el primero en evaluar el papel que juegan las hormonas, en particular la
hormona juvenil (HJ), sobre aspectos conductuales y fisiolégicos del proceso de
inversion terminal, analizando las conductas sexuales y distintos aspectos
tisiol6gicos de machos de la libélula territorial Hetaerina americana, una especie que
presenta inversién terminal. Manipulando machos jévenes y viejos con un
tratamiento analogo de HJ, se evalu6 el efecto de la edad y el tratamiento sobre la
conducta territorial, la respuesta inmune, las reservas de grasa y la masa muscular.
Los resultados contrastan con estudios previos que indican que ocurre inversion
terminal pues no reflejan que la HJ afecte la condicion fisiolégica ni la conducta de
los machos, asi como tampoco parece haber diferencias asociadas a la edad que
indiquen que ocurre inversién terminal. Se requieren mas estudios que evalten el

papel de las hormonas en la inversion terminal.



INTRODUCCION

La reproduccién es un proceso costoso, por lo que, en los animales iteroparos (que
tienen mas de un evento reproductivo a lo largo de su vida) invertir mucho en los
primeros eventos reproductivos puede afectar negativamente las reproducciones
subsecuentes (Clutton-Brock 1984; Zera & Harshman 2001; Velando et. al. 2006;
Gonzalez-Tokman et. al. 2013a). Por esto, muchos animales optimizan su inversion
a cada evento reproductivo de acuerdo a sus probabilidades de reproducirse en el
futuro (Roff 1992; Stearns 1992;), por lo que cuando los animales perciben que las
condiciones presentes no son buenas para la reproduccién, pueden optar por
posponerla hasta que las condiciones les resulten mas favorables (McNamara et al.
2009). Por otra parte, cuando el organismo percibe que la probabilidad para
reproducirse en el futuro disminuyen debido a una disminucién en las
probabilidades de supervivencia, invertird mas recursos en la reproduccién actual,
la que probablemente serd la tltima, adn si esto implica que el animal muera
(Williams 1966; Clutton-Brock 1984; McNamara et al. 2009). Esta tltima estrategia

es conocida como inversion terminal.

Un individuo de una cierta edad y sexo posee un valor reproductivo, que se define
como la probabilidad de tener un éxito reproductivo en el futuro (Williams 1966).
Ademas de esto también existe un wvalor reproductivo residual, esto es, la relacion

entre los recursos que el organismo pudiera poseer en el préximo evento



reproductivo y la probabilidad de que dicho individuo sobreviva hasta el préoximo

evento reproductivo (Williams 1966; Pianka & Parker 1975).

La teorfa de la inversiéon terminal propone que los animales incrementan su
esfuerzo reproductivo cuando su riesgo de mortandad aumenta y sus
probabilidades de reproducciéon disminuyen, lo cual puede suceder cuando los
animales son viejos o su estado de salud esta deteriorado (Clutton-Brock 1984;
Velando et. al. 2006; Gonzalez-Tokman et. al. 2013a). La teoria de la inversion
terminal posee dos supuestos principales: (1) que la inversién en reproduccién en
el presente compromete las reproducciones en el futuro, y (2) que los animales
poseen la capacidad de percibir su esperanza de vida, lo que les permite regular
sus eventos reproductivos (Nielsen & Hofman 2011). Por esto, al percibir
condiciones fisioldgicas adversas, los animales jovenes (con alto valor reproductivo
residual) preferirdn invertir en mantener su estado fisico que invertir en
reproduccién, mientras que los organismos senescentes (con bajo valor
reproductivo residual) preferiran invertir sus recursos en la reproducciéon (Forbes
1993). Como resultado de esto, los animales viejos y enfermos pueden incrementar
su esfuerzo reproductivo (Adamo 1999; Velando et. al. 2006) y en consecuencia ver

comprometida su condicién fisiolégica (Gonzélez-Tokman et. al. 2013a, b).

La teoria de la inversion terminal estd fundamentada principalmente por estudios
en hembras, tanto en vertebrados (Hoffman et. al. 2010; Weladiji et. al. 2010), como

en invertebrados (Adamo 1999; Javois & Tammaru 2004; Creighton, Heflin & Belk



2009). Se sabe que las hembras senescentes o con retos inmunes incrementan la
inversion en la reproducciéon o en el cuidado parental respecto a las hembras
jovenes o més sanas (Adamo 1999; Javois & Tammaru 2004; Creighton, Heflin &
Belk 2009; Hoffman et. al. 2010; Weladji et. al. 2010). Por ejemplo, se manipularon
el riesgo de depredacién y la disponibilidad de alimento en hembras de la polilla
Scotopteryx chenopodiata para simular condiciones que funcionan como indicadores
de reduccion de la esperanza da vida (Javois & Tammaru 2004). Las
modificaciones incluian simulacién de depredacién, y privacién de alimento.
También se midi6 la correlaciéon entre la oviposicién y la mortalidad. Se observé
que al aumentar los riesgos de depredacion y mortalidad en las hembras, estas
incrementaban la cantidad de huevos que ovipositaban, sin embargo, al disminuir
la cantidad de alimento, se reducia drasticamente la cantidad de huevos

ovopositados (Javois & Tammaru 2004).

En los machos, la teoria de inversion terminal ha sido estudiada
experimentalmente en animales de vida larga (Velando et al. 2006). En el bobo de
patas azules, Sula nebouxii, se obtuvieron datos de una poblacién durante 15 afios,
lo que permitié observar que los individuos incrementaban su éxito reproductivo
durante los primeros 10 afios reproductivos, y después éste se reducia hasta que el
animal moria. Para determinar si los bobos presentaban inversioén terminal al ver
comprometida su supervivencia, se infect6 a un grupo de machos con una

inyeccion intraperitoneal de 0.1 mg de LPS (lipopolisacéridos) (LPS de Escherichia



coli, serotipo 055 :B5) lo cual genera costos inmunolégicos en el individuo y puede
ser un indicador de deterioro de la salud. Se observé que los machos jévenes que
presentaban los sintomas de enfermedad reducian sus esfuerzos reproductivos,
mientras que los machos viejos aumentaron considerablemente el esfuerzo en la
reproduccién y el cuidado parental, siendo esto una prueba de que la inversion

terminal ocurre (Velando et al. 2006).

En especies en las que los machos no contribuyen al cuidado parental, la inversion
terminal se puede detectar por un incremento en la inversién a caracteres y
conductas sexuales (Gonzalez-Tokman et. al. 2013a). Sin embargo, la mayoria de
los estudios sobre inversién terminal en machos ha sido realizada en el laboratorio
y ha fallado en detectar los cambios en la condicién de los machos, tal vez porque
los animales no han enfrentado las presiones selectivas que acttian en la naturaleza
(Velando et al. 2006; Gonzalez-Tokman et. al. 2013a). En condiciones naturales, la
inversion terminal en machos ha sido estudiada en un vertebrado (el bobo de patas
azules, Sula nebouxii; Velando et. al., 2006) y un invertebrado (la libélula Hetaerina
americana; Gonzalez-Tokman et. al. 2013a). Ambos estudios coinciden en que en
condiciones que comprometen la probabilidad de reproduccion futura y la
supervivencia, los machos mas jovenes optaran por esperar a que las condiciones
resulten mas favorables, mientras que los animales senescentes optaran por
aumentar la asignacion de recursos a aquellas conductas y funciones relacionadas

con la reproduccion.



Una de las causas del deterioro fisiolégico que acumulan los individuos viejos, y
que puede desencadenar la inversion terminal, es la activacién del sistema inmune
(Gonzélez-Tokman et. al. 2013b). Esto se debe a que activar y mantener la
respuesta inmune es energéticamente costoso dado que los requerimientos
metabolicos de las células inmunolégicas son muy altos e invertir en el sistema
inmune implica reducir los recursos a otras funciones (Sheldon & Verhulst, 1996).
En una ausencia o variaciéon en la obtencién de recursos, dos rasgos relacionados
en un compromiso estardn correlacionados negativamente (Lochmiller &
Derenberg 2000; Zera & Harshman 2001). Por ejemplo, si los recursos internos
destinados a la reproduccién actual limitan los recursos disponibles para una
reproduccién futura, existirda un compromiso entre la reproduccién presente y
futura por razones fisiolégicas (Zera & Harshman 2001). En la naturaleza, los
recursos suelen ser escasos, por lo que cuando un mismo recurso estd destinado a
dos funciones distintas, se pueden apreciar compromisos evidentes (Kotiaho,
2001). Esto resalta la importancia de realizar estudios sobre el tema en condiciones
naturales. Los compromisos ocurren cuando un incremento en la inversiéon de un
componente de adecuaciéon provoca una reducciéon en la inversién en otro
componente (Flatt & Heyland 2008). La idea de la inversién terminal involucra dos
compromisos clasicos en las historias de vida: supervivencia vs reproducciéon y
reproduccién presente vs reproduccion futura (Stearns 1992; Sheldon & Verhulst

1996; Zera & Harshman 2001; Flatt & Heyland 2008).



Los compromisos son resultado de una competencia entre distintas funciones del
organismo por un recurso interno limitado (Zera & Harshman 2001). La
importancia de la energia y los nutrientes en el mantenimiento del sistema inmune
se debe a que durante una infeccion se acelera el metabolismo para una mayor
produccién de anticuerpos (Lochmiller & Derenberg 2000). A pesar de que los
insectos no poseen anticuerpos, si poseen otras estrategias de inmunidad como la
encapsulacion, melanizacion, actividad de fenoloxidasa y hemocitos con capacidad
de fagocitosis (Cotter et. al. 2004), que son costosas de producir (Flatt & Heyland

2008).

La plasticidad en la respuesta a los compromisos estd determinada por reglas de
prioridad, que dominan la asignacién de recursos a distintos procesos en el
organismo (Zera & Harshman 2001). Esta asignacién de recursos estd mediada
tanto por componentes genéticos (Flatt & Heyland 2008), como por hormonas
(Zera & Harshman 2001; Flatt et. al. 2005). El presente trabajo se enfoco en la

regulacion hormonal de los compromisos en los machos.

Las hormonas son mediadoras clave en la comunicacién entre factores ambientales
y el estado interno de los individuos, y por lo tanto sujetos de investigacion de la
plasticidad en la respuesta a sefiales exdgenas (Flatt et. al. 2005; Flatt & Kawecki
2007; Gonzalez-Tokman et. al. 2012). Un caso particular es el compromiso mediado
por hormonas que existe entre la reproduccién y la respuesta inmune. Este

compromiso ocurre debido a que las hormonas encargadas de la asignaciéon de



recursos para la reproducciéon generan un disminucién en la asignaciéon de
recursos a las funciones del sistema inmune (Sheldon & Verhulst 1996). Esta
asignacion de recursos estd mediada por hormonas sexuales: la testosterona en
vertebrados (Folstad & Karter 1992) y la hormona juvenil en insectos (Rantala et.
al. 2003; Rolff & Siva-Jothy 2003; Flatt et al 2005). De acuerdo con esta idea, las
hormonas sexuales favorecen la reproduccién a costa de la respuesta inmune. Esta
idea es conocida como hipétesis de la desventaja en la inmunocompetencia (HDI) y
fue propuesta originalmente para los vertebrados (Folstad & Karter 1992). De
acuerdo con la HDI, cuando los animales poseen niveles hormonales que
incrementan la funcién sexual presentan una inmunosupresion (Folstad & Karter
1992). Por ejemplo en el marsupial Phascogale calura se ha observado que ocurre
una fuerte inmunodepresion en los machos cuando hay un incremento en los
niveles de testosterona (y corticosteroides) durante el esfuerzo reproductivo
(Bradley 1987). A pesar de ser una hipétesis muy relevante en biologia evolutiva,
las evidencias de la HDI son variadas: incrementar los niveles de testosterona no
siempre genera una inmunosupresién, y no siempre incrementa la actividad
sexual, por lo que alterar los niveles hormonales no necesariamente generara una

inmunosupresion o modificara la actividad sexual (Roberts et. al. 2004).

En los insectos, el compromiso entre reproduccién y respuesta inmune esta
mediado por la hormona juvenil (HJ) (Rolff & Siva-Jothy 2003; Flatt et. al. 2005). La

HJ afecta a un gran ntimero de procesos del desarrollo larvario y de la etapa adulta



de los insectos: muda, metamorfosis, maduraciéon sexual, producciéon de
feromonas, comportamiento de cortejo y locomocién, regulacion de la diapausa,
migracién, memoria y aprendizaje, funcién inmune y otras (revisado en Flatt et. al.
2005). En experimentos realizados con suplementos de HJ, se ha observado en
Anastrema suspensa, (Flatt et. al. 2005) Calopteryx virgo, (Rantala & Roff 2005)
Drosophila melanogaster y Tenebrio molitor (Contreras-Gardufio et. al. 2009) que una
aplicacién toépica de metopreno (andlogo de la HJ) aumenta la intensidad de las
conductas sexuales y la produccién de feromonas, pero disminuye la respuesta
inmune. Este efecto dual de la H]J es similar a la testosterona en los vertebrados
(Flatt et. al. 2005; Rantala & Roff 2005), por lo cual la HDI, mediada por HJ, podria

aplicar también en los invertebrados.

Debido a que regula tantos procesos fisiologicos y conductuales, la H] puede estar
involucrada en la regulacién de las estrategias reproductivas de los insectos. En
particular, si bien se creia que la HJ tenia un efecto negativo en la supervivencia de
los machos, y que éste efecto se incrementaba en condiciones de inversion
terminal, ahora se sabe la HJ tiene un efecto negativo en la supervivencia de los
machos jovenes, pero a su vez, tiene un efecto positivo en la supervivencia de los
machos viejos (Gonzélez-Tokman 2013b). Sin embargo, no se sabe el efecto de la HJ
en aspectos conductuales y fisiologicos del proceso de inversion terminal que
pueden estar provocando tales efectos en la supervivencia de los individuos. En

este estudio evalué el papel de la HJ en la inversiéon terminal, analizando las



conductas sexuales, la condicién energética y la capacidad de respuesta inmune de

un insecto de vida corta, la libélula territorial Hetaerina americana.

Se ha visto que los machos de H. americana no escatiman costos en la reproducciéon
cuando son viejos, consumiendo asi la totalidad de sus reservas energéticas
(Gonzalez-Tokman et. al. 2013a). También se ha visto que los animales que
presentan un reto inmunolégico (como la presencia de un ajente ajeno al
organismo) elevan su actividad territorial a pesar de ver deteriorada su condicién
fisica, lo cual es una evidencia directa de que ocurre inversion terminal (Gonzélez-

Tokman et. al. 2013a).

Este estudio es el primero en evaluar el papel que juega la hormona juvenil en
aspectos conductuales y fisiologicos del proceso de inversiéon terminal. En
particular se pusieron a prueba las siguientes predicciones: (1) la HJ favorece la
inversion terminal, provocando un incremento en la actividad territorial pero una
disminucién en la condicién fisiolégica e inmunolégica de los machos jévenes y
viejos; (2) como resultado de la inversién terminal, la disminucién en la condicién

fisiologica e inmunologica serd mas drastica en machos viejos que en jovenes.

10



MATERIAL Y METODOS

Sujeto de estudio

Para determinar el papel de la HJ en la inversion terminal se utilizaron machos
jovenes y viejos de la libélula Hetaerina americana (Odonata: Calopterygidae). Esta
especie presenta un sistema de apareamiento de tipo lek, en el que los machos
pelean por territorios a las orillas de un rio a los que las hembras acuden con el
Unico propésito de aparearse (Coérdoba-Aguilar et. al. 2009). El éxito en la
obtencion de cépulas esta determinado por el éxito en la competencia entre machos
y no por eleccién femenina (Grether 1996b). Existen tres tacticas de apareamiento
en esta especie: la primera (y mas efectiva) consiste en ser completamente
territorial, la segunda en no defender territorios en lo absoluto, y la tercera en
pasar de un estado territorial a uno no territorial dependiendo de las condiciones
(Raihani et. al. 2008). Este sistema de competencia por defensa de territorios
implica costos para los individuos, por lo que la territorialidad, expresada como
ataques aéreos agresivos en contra de machos conespecificos, se considera una
expresion honesta de calidad de la condicién energética e inmunolégica de los

individuos (Contreras-Garduifio et. al. 2006, 2007, 2008).

Las reservas energéticas estdn presentes como reservas de grasa principalmente en
el térax (Gonzalez-Tokman et. al. 2013a). Estas reservas funcionan como
combustible durante los vuelos agresivos (Marden & Waage 1990), por lo que los

machos territoriales suelen poseer una mayor reserva de grasa que los no

11



territoriales, asi como mas volumen muscular (Contreras-Garduno 2009). Los
machos de H. americana llegan a tener hasta tres copulas durante su vida (Serrano-
Meneses et. al. 2007), por lo que son perfectos sujetos de estudio para la teoria de la
inversion terminal (Gonzélez-Tokman et. al. 2013a). Se sabe que los machos H.
americana de alguna forma perciben las probabilidades de reproduccién futura, y

que asignan sus recursos con base a esto (Gonzalez-Tokman et. al. 2013a).

Trabajo de campo

El estudio se realiz6 en tres zonas del rio Tetlama en Xochitepec, Morelos, México
(18 °46” 51" N, 99 °©13°53 O, 1,109 msnm) en octubre y noviembre del 2012. Para
capturar a los animales se utiliz6 una red para mariposas. Los individuos se
capturaban entre las 11:00 a.m. y las 14:00 p.m., ya que era el momento en los
machos presentaban mayor actividad territorial. Las observaciones conductuales

también se realizaron en este intervalo de tiempo (ver abajo).

Para evaluar las predicciones del presente trabajo se utilizaron machos territoriales
de diferentes categorias de edad. Se determiné que un individuo era territorial si al
momento de la captura se le observaba cuidando de un territorio y, al presentar un
macho intruso previamente capturado, reaccionaban agresivamente o si se les veia
combatiendo contra otros machos por un territorio. Se capturaron dos grupos de
individuos, uno de jévenes y otro de viejos. Se consideraron cuatro categorias de

edad: categoria 1: individuos recién emergidos (tenerales), los cuales poseen alas

12



flexibles, transparentes y sin dafio, abdémenes flexibles y carecen de pigmentacién
total en abdomen y térax; categoria 2: machos jévenes, maduros sexualmente, que
poseen una mayor pigmentacién y sus alas solo son flexibles desde la parte media
del ala hasta la punta; categoria 3: machos maduros que poseen alas que solo son
flexibles en la punta y ya presentan pigmentacién completa en las alas; categoria 4:
viejos, machos que poseen alas totalmente rigidas y con signos de dafio y
pruinescencia en el térax (Plaistow & Siva-Jothy 1996). Se consideré que los

individuos jovenes eran de categoria 2 y los viejos de categoria 4.

Tratamientos

Los machos jovenes y viejos que pertenecian al grupo experimental recibieron un
tratamiento topico de acido metoprénico, un andlogo de hormona juvenil (HJ),
aplicado con una micropipeta en la parte dorsal de la cabeza. En esta zona
corporal, la H] penetra rdpidamente la cuticula cerca de la corpora allata, que es
donde naturalmente se sintetiza la HJ (Flatt et. al. 2005; Contreras-Gardufio et. al.
2009; Gonzalez-Tokman et. al. 2012). De una disoluciéon de 5 miligramos de
metopreno en 0.1 mililitros de agua destilada (Gonzélez-Tokman et. al. 2012), se
tomo6 1 pL y se diluy6 en acetona en una relaciéon 1:1000. El grupo experimental
recibi6 3 pL de la disolucién que equivalian a 15 ng disueltos en 3 pL de de
acetona (Gonzalez-Tokman et. al. 2012). Los machos del tratamiento control

positivo recibieron una gota de 3 pL de acetona en la parte dorsal de la cabeza para
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poder controlar que la acetona no estuviera modificando la conducta de los
individuos. Para los anadlisis fisiolégicos se utiliz6 un tercer grupo: machos
territoriales sin manipular como control negativo. Como medida de tamafio
corporal de todos los individuos se midi6é con un vernier la longitud del ala desde
la insercion en el térax hasta la punta (+ 0.0lmm). Una vez medidos y
manipulados, los individuos fueron marcados con un niimero de tres digitos hecho
con un marcador indeleble en el ala anterior izquierda, para medir su conducta y

su fisiologia al dia siguiente de la manipulacién.

Conducta

Para poder observar las alteraciones conductuales provocadas por el tratamiento,
se hicieron intrusiones experimentales de un macho atado (que no fue marcado ni
utilizado en el experimento) a un hilo transparente de 50 cm atado a una vara de
unos 30 cm de largo y se acercé al territorio de los machos focales marcados
(Anderson & Grether, 2010a, b; Gonzalez-Tokman et. al. 2013a). Se consider6 una
intrusién como efectiva si el macho atado permanecié volando por diez segundos a
menos de 50 cm del macho focal. En respuesta a las intrusiones experimentales, se
midi6 la intensidad de la respuesta dependiendo de la conducta que presentaban:
ataque (que dejara su puesto para agredir al macho intromisor), despliegue de alas
(que le mostrara sus alas al macho intromisor sin dejar su puesto), huida (que
abandonara el territorio) o que no realizara ninguna actividad. Esto permiti6

14



simular las conductas de territorialidad que presentan en su ambiente natural y
estimar si el incremento de HJ producia algtin cambio en estas, asi como observar
las diferencias conductuales entre machos y jévenes con y sin tratamiento
(Anderson & Grether, 2010b; Gonzélez-Tokman et. al. 2013a). Se realizaron 10
intrusiones con intervalos de 30 segundos entre cada una para cada macho
marcado (Gonzalez-Tokman et. al. 2013a). La cantidad de animales observados fue
de 53 machos (jovenes con metropeno N=12, j6venes con acetona N=17, viejos con

metopreno N=15 y viejos con acetona N=9)

Fisiologia

Una vez observada la conducta que presentaban los machos, se recapturaron para
tomar una muestra de hemolinfa y medir su respuesta inmunolégica. Se recapturd
un total de 34 machos (jovenes metopreno N=14, jévenes acetona N=9, viejos
metopreno N=8, viejos acetona N=3), y se capturaron 20 machos como control

negativo (jovenes control negativo N=10, viejos control negativo N=10).

Para ver el efecto de la edad y el tratamiento en la respuesta inmune se utiliz6 la
actividad de la enzima fenoloxidasa (FO) como indicador de respuesta inmune. En
diversas especies de insectos la actividad de la FO se reduce por el aumento de HJ
(Gonzalez-Santoyo & Coérdoba-Aguilar 2011). Esta enzima es parte de la respuesta
inmune por melanizacion en los invertebrados y es fundamental en la respuesta

contra muchos patégenos (Rolff & Siva-Jothy 2003; Gonzalez-Santoyo & Coérdoba-
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Aguilar 2011). Los costos de produccion y mantenimiento del sistema de la FO son
muy altos. Esto se debe a dos razones: la primera es que el compuesto activo es la
tirosina, la cual se obtiene de la fenilalanina, que solo se obtiene por el alimento
(Gonzalez-Santoyo & Coérdoba-Aguilar 2011); la segunda es que la melanina (el
producto final de la cascada de la FO), es un compuesto rico en nitrégeno, que
debe ser sintetizado a partir de proteinas (Gonzalez-Santoyo & Cérdoba-Aguilar
2011). Si la produccion de FO es dependiente de la dieta, los individuos en buena
condicion presentaran mayores niveles de FO (Gonzalez-Santoyo & Coérdoba-
Aguilar 2011). En particular, en machos de libélulas de la familia Calopterygidae,
cuando se incrementan experimentalmente los niveles de H] mediante un analogo
(metopreno) se incrementa la conducta de agresion territorial de los machos a
expensas de la actividad de la FO (Contreras-Gardufio et. al. 2009). Sin embargo, se
desconoce el papel de la HJ sobre la conducta y la fisiologia en distintas etapas de

la vida adulta de los insectos.

Para obtener la hemolinfa, primero se colocé a los individuos en refrigeracion para
que entraran en un estado de baja actividad. Después se procedi6 a perfundir a los
individuos inyectando 200uL de PBS (Buffer de fosfatos) con una jeringa de
insulina de 1.5ml en la zona ventral del térax, en donde se ubica el segundo par de
patas (Gonzalez-Santoyo et. al. 2010). La mezcla de PBS y hemolinfa resultante se

recuperaba de una pequefia incisién hecha en el dltimo segmento abdominal. La
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cantidad utilizada era de 5 gotas (alrededor de 100ul) (Gonzélez-Santoyo et. al.

2010).

La actividad de la FO se midi6 en el espectofotémetro, registrando la formacion de
dopamina a partir de L-dihidrofenilalanina (L-DOPA). Para medir la actividad de
la FO las muestras se colocaron en una placa Microwell® de 96 pozos. Se utilizaron
16 pozos como control, en los que se colocé albumina en diferentes concentraciones
conocidas de albumina que representaban los valores de una curva estandar (0,
2.5,5,75,10, 12,5, 20 y 30 ng de albumina/ml) para saber exactamente cuanta
proteina habia en cada pozo y asi poder comparar con los pozos que poseian
muestras de hemolinfa cuando se leyeran con el espectofotémetro a una longitud
de onda de 490 nanometros (Gonzalez-Santoyo et. al. 2010). Debido a que la
concentraciéon de las proteinas en la hemolinfa extraida de los individuos no era
homogénea, la actividad de la FO no puede ser medida en relacién al volumen de
hemolinfa. Por esto, la concentracién de proteinas se debe corregir (Contreras-
Gardufio et. al. 2007; Gonzélez-Santoyo et. al. 2010; Moreno-Garcia et. al. 2013). La
cantidad de proteina en cada muestra se determiné usando una relacién entre la
absorbancia presentada por las cantidades conocidas de albtimina y las registradas
en cada muestra. Después se tomo la disolucién de hemolinfa y PBS equivalente de
10pg de proteina de cada individuo y se diluy6é con un buffer A + B (con el

compuesto A disuelto en B en una relacion 10:1) hasta obtener una disolucién de
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100 pl, a la que posteriormente se le agregd 100 ul de L-DOPA. Después se midi6 la

absorbancia en el espectofotémetro a 490 nm.

La L-DOPA se prepar6 tomando 5 ul y diluyéndolos en 3mg/ml de una solucién
PBS. La absorbancia de la FO era registrada cada 10 minutos, durante 1 hora
utilizando el espectofotometro a 490 nm (Gonzalez-Santoyo et. al. 2010). Una
mezcla de 150 ul de PBS y 50 pl de L-DOPA fue utilizada como blanco. La
actividad de la L-DOPA se expresa en unidades de absorbancia, esto es, el cambio
en la absorbancia por minuto por mg de proteina (Gonzalez-Santoyo et. al. 2010).
Esto permiti6 conocer la concentraciéon de FO de cada individuo, y asi medir la
variacion en la respuesta inmune de los individuos de cada grupo, ya que una
mayor cantidad de FO significa valores mayores de absorbancia, lo cual refleja la
actividad inmunolégica del individuo (Gonzélez Santoyo & Coérdoba-Aguilar

2011)

Después de tomar la muestra de hemolinfa, se procedié a medir los niveles de
grasa y masa muscular en el térax y abdomen de cada macho, los sitios corporales
donde se aloja la mayor cantidad de grasa (Plaistow & Siva-Jothy 1996). La grasa se
extrajo por inmersiéon en cloroformo durante 24 horas (Plaistow & Siva-Jothy 1996;
Contreras-Gardufio et. al., 2008). Se midi6 el peso seco del térax y abdomen antes y
después de la extracciéon. La diferencia de peso es la cantidad de grasa corporal
(Plaistow & Siva-Jothy 1996; Contreras-Gardufio et. al., 2008). La masa muscular se

medio realizando una inmersioén del térax en hidréxido de potasio (0.8 M) por 48
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h. La diferencia de masa antes y después de la extraccion es la masa muscular total

(Plaistow and Siva-Jothy 1996; Contreras-Gardufio et. al., 2008).

Analisis estadisticos

Para determinar el efecto de la edad y el tratamiento sobre las distintas conductas
se utilizaron modelos lineales generalizados (GLMs). Para analizar las conductas
de ataque y despliegue de alas se utiliz6 un GLM con distribucién binomial
negativa debido a la alta sobredispersion (2.3849 en la conducta de despliegue de
alas y 3.835 en la conducta de ataque). En el caso de la conducta de huida se utiliz6
un GLM con distribucién Poisson (baja sobredispersién; 0.8223). Los modelos
iniciales ponfan a prueba cada una de las conductas e incluian como variables
independientes la talla, la edad y el tratamiento, ademads de todas sus interacciones
de segundo y tercer grado. Para analizar las variables fisioldgicas (grasa, mtsculo
y FO) se utilizaron LM’s (modelos lineales generales) con la edad, el tratamiento y
la talla como variables independientes, ademdas de todas las interacciones de

segundo y tercer grado.

A partir de los modelos globales con todas las interacciones, se seleccioné el mejor
modelo con base a valores de Criterio de Informacién de Akaike (AIC). Este
criterio tiene en cuenta los cambios en el ajuste y las diferencias en el ntimero de
pardmetros entre dos modelos. Los mejores modelos son aquellos que presentan el

menor valor de AIC.
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Antes de correr modelos lineales, se probo el supuesto de homogeneidad de
varianzas mediante pruebas de Fligner-Killeen (Crawley, 2007). También se revis6
la presencia de outliers utilizando pruebas de distancia de Cook, en las que valores
mayores a 0.5 indican la presencia de outliers (Crawley, 2007). Se detectaron dos
outliers en un modelo (conducta de ataque dependiente de edad x tratamiento +
talla) y uno solo para otro modelo (musculo dependiente de edad x tratamiento +
talla), los cuales fueron eliminados de las pruebas. Para realizar los analisis
estadisticos se utiliz6 el programa estadistico R (R Development Core Team 2013,

version 2.12.2)

RESULTADOS

Conducta

La frecuencia de las conductas de ataque en respuesta a las intrusiones
experimentales de machos no fue dependiente de la edad, el tratamiento hormonal

o la talla, segtin el mejor modelo seleccionado por AIC.

El mejor modelo seleccionado por AIC indica que la conducta de huida fue
dependiente de la talla (Huida~Talla), de manera que los individuos mas grandes
huyeron mads frecuentemente ante las intrusiones experimentales que los

individuos mas pequefios (GLM Poisson: gl=1 z= 3.58 3, p= 0.0008, N=53; Figura
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1). La edad y el tratamiento hormonal no tuvieron efecto sobre la conducta de

huida, por lo que fueron excluidas del analisis final.

Huida
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Figura 1. Relacion entre la talla y la frecuencia en la conducta de huida en machos territoriales de

la libélula Hetaerina americana

El mejor modelo seleccionado por AIC indica que la frecuencia en la conducta de
despliegue de alas fue dependiente de la edad (Despliegue de alas~Edad), de

manera que los individuos mas jévenes desplegaron mas frecuentemente ante las
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intrusiones experimentales que los individuos mas viejos (GLM Binomial negativa
: gl=1, z=-1.981, p=0.048, , N=53; Figura 2). La talla y el tratamiento hormonal no
tuvieron efecto sobre la conducta de despliegue de alas, por lo que fueron

excluidas del analisis final.
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Figura 2. Efecto de la edad sobre la conducta de despliegue de alas en machos territoriales de

Hetaerina americana
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Fisiologia

Seguin los mejores modelos seleccionados por AIC, no se encontré un efecto de la
edad o del tratamiento hormonal sobre la grasa, el muasculo o la FO. El tamafio se
relacion6 positivamente con la cantidad de grasa (p=0.042, R=1.592 N=54; Figura
3), pero no con el musculo o la FO. Se esperaria que con mayor edad la cantidad de

grasa fuera menor, pero no es asi (Figura 4)
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Figura 3. Relacion entre la talla y la cantidad de reservas energéticas de machos territoriales de

Hetaerina americana
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Figura 4. Relacion entre la edad y la cantidad de grasa corporal en machos territoriales de

Hetaerina americana
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DISCUSION

En este estudio se utilizaron machos de la libélula H. americana para poner a
prueba la hipétesis de que la HJ es la responsable de mediar la asignacién de
recursos para la reproduccion y el sistema inmune, modificando la fisiologia y la
conducta de los individuos dependiendo de su edad. Esto indicaria que las sefiales
hormonales pueden asociarse con las probabilidades de reproduccién futura en el
modelo de estudio. Sin embargo, a diferencia de otros estudios (e. g. Gonzélez-
Tokman et. al. 2013a), en los que se ha sugerido que los machos de H. americana
adoptan una estrategia de inversion terminal cuando ven reducidas sus
probabilidades de reproduccién futura, los presentes resultados no mostraron
ninguna diferencia en la conducta y en la fisiologia entre machos viejos y jovenes,
que a su vez reflejara la existencia de una inversién terminal. Tampoco se
observaron diferencias entre los machos con y sin el tratamiento del analogo de la
HJ. Debido a que no es posible determinar la cantidad exacta de HJ presente en los
individuos ni en sus distintas etapas de vida, es altamente probable que la
cantidad de andlogo utilizada no fuera la adecuada, ya sea que no fuera suficiente
para que existiera un efecto, o que por el contrario la cantidad fuera tan alta que el
efecto se viera anulado, por lo que no se observarian diferencias entre los machos
con y sin tratamiento. También es posible que el efecto del andlogo requiera de
mas tiempo para actuar, por lo que medir las diferencias un dia después tal vez sea

demasiado prematuro para observar alguna diferencia, aunque en otros estudios
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(Gonzélez-Tokman et. al. 2013a,b) se han obtenido resultados satisfactorios
después de 24 horas de actividad. También se debe considerar que toda
manipulacion generada a un individuo generard estrés, por lo que algunos
individuos podrian ver desmejorada su condicién, atn cuando estuvieran
fisiolégicamente aptos para competir por territorios y otros despliegues. Tampoco
se debe descartar que los resultados obtenidos pudieran deberse a que los tamafios

de muestras utilizados no fueran lo suficientemente grandes.

Al evaluar la primera parte de la primera prediccion (que la HJ favorece la
inversion terminal, provocando un incremento en la actividad territorial en los
machos), se obtuvieron resultados variados. En el caso de la conducta de ataque,
no se encontraron diferencias entre los machos de distintas categorias de edad,
distinto tratamiento ni diferente talla. Esto es contrario a lo predicho, ya que se
esperaria que un aumento en los niveles de HJ en los machos provocara un
incremento en la actividad territorial (observada como un aumento en la
agresividad y ataque a machos intrusos) en machos con una mayor concentraciéon
de HJ, como sucede en otras libélulas de la misma familia (Contreras-Gardufio et.
al 2009) asi como en machos de una categoria de edad mayor. Sin embargo, estas
dos predicciones no deberian tomarse como falsas, ya que algunos factores que
podrian haber influido son: una posible desmejora debido al estrés ocasionado por

la manipulacién, que el efecto del analogo sea retardado, que las concentraciones
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de analogo utilizadas no fueran suficientes o que el tamafio de muestra utilizado

no fuera lo suficientemente grande.

Por otro lado, los resultados mostraron que hay una correlacién positiva entre los
animales que huyen mas y poseen una mayor talla. Si bien los machos territoriales
no son significativamente mdas grandes que los machos no territoriales, la
territorialidad y agresividad se relacionan positivamente con la talla (Serrano-
Meneses et. al. 2007), ademds de que los machos territoriales poseen una mayor
proporcion de reservas de grasa y musculo que los no territoriales (Serrano-
Meneses et. al. 2007), lo cual resulta paraddjico, ya que se esperaria que estos

machos fueran los que defendieran mas los territorios.

Respecto al despliegue de alas, esta conducta se presenta en menor medida cuando
los machos envejecen. En los odonatos, estos despliegues se consideran sefales que
machos y hembras utilizan contra cualquier individuo de cualquier sexo, de la
misma o diferente especie (Corbet, 1999). Estos despliegues podrian utilizarse para
prevenir de confrontaciones entre machos (Grether, 2011) o evitar confrontaciones
con machos de especies diferentes del género Hetaerina, que son bastante similares
(Anderson & Grether 2010). Quiza los machos mas jévenes despliegan més que los
machos mas viejos ya que posiblemente mostrar la mancha alar consiga rechazar a
algunos machos con manchas mas pequefias. Esto podria deberse a que la macha
alar es una sefial honesta de la condicion de los individuos (Contreras-Gardufio et.

al., 2008; Gonzélez-Santoyo et. al. 2014), por lo que los machos con manchas mas
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grandes serian machos con una mejor condicién y una mayor habilidad de
defender territorios (Grether 1996a,b; Gonzélez-Santoyo et. al. 2014), al mostrar su
mancha evitarian ser agredidos por otros machos y asi disminuir el deterioro fisico

ocasionado por las peleas.

Al evaluar la segunda parte de la primera predicciéon (que la HJ favorece la
inversion terminal, provocando una disminucién en la condicién fisiolégica e
inmunolégica de los machos) se obtuvieron resultados diversos. En el caso de la
respuesta inmune y la cantidad de musculo en los machos no se encontraron
diferencias significativas entre los machos de distinta categoria de edad o
tratamiento hormonal, asi como tampoco se correlacionaban con la talla de los
individuos. Esto es opuesto a la segunda predicciéon (que como resultado de la
inversion terminal, el deterioro fisioldgico sera mayor en machos viejos que en
jovenes), aunque esto puede deberse a que se desconocia la condicién de los
machos durante el tiempo previo a el experimento, por lo que es posible que
tuvieran un estado fisico similar, ocasionado por un ambiente con suficientes
recursos, por lo que atn con un deterioro fisico ocasionado por el tratamiento, no
se observaria una diferencia entre machos con distintos tratamientos y edades, y la

respuesta inmune presentada por estos seria similar.

En el caso de la relaciéon entre tamafio y grasa, se encontr6 que se relacionan
positivamente. Los machos comienzan a crear reservas de grasa justo después de

emerger, acumulando reservas que utilizaran durante la reproduccion y las peleas
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por territorios (Serrano-Meneses et. al. 2007). Es posible que una mayor talla antes
de emerger les provea de mayores reservas de grasa y de la capacidad de producir

y almacenar mds musculo y grasa en los dias posteriores a la eclosiéon (Serrano-

Meneses et. al. 2007).

Debido a que el presente estudio se realizé en condiciones naturales, muchos
factores no pudieron estar bajo control. Por ejemplo, los estudios realizados en el
laboratorio, cuando se trabaja con animales salvajes, no se puede tener control
sobre la edad exacta de los animales, por lo cual se tuvo que utilizar un sistema de
categorias de edades. Tampoco se puede tener control sobre la alimentacion, las
confrontaciones naturales entre machos o el desgaste fisiol6gico provocado por las
condiciones ambientales. Las cépulas pueden producir cambios en la condiciéon y
en la conducta que no pueden ser controlados. Estos factores podrian afectar los
resultados obtenidos en el estudio, por lo que seria ttil complementarlos con

estudios en cautividad, o utilizara tamafios de muestra mayores.

La hipotesis de la inversiéon terminal ha sido poco estudiada en animales de vida
corta, sobre todo en machos. También considero que se requieren mas estudios de
la hipotesis de la inversion terminal en individuos en condiciones naturales, lo cual
podria aportar mucha mds informacién que sustente a los ya realizados con
individuos en cautiverio, ya que los estudios en cautiverio no reflejan las
condiciones que enfrentan los organismos en su ambiente natural. La

predominancia de estudios en hembras sobre estudios en machos podria estar

29



generando un sesgo en nuestra percepciéon de la inversiéon terminal, ya que es
posible que se presente en los machos en igual medida que lo hace en las hembras.
A pesar de que los resultados no mostraron evidencias contundentes de que la
inversion terminal ocurra en los machos de H. americana, otros estudios (Gonzélez-
Tokman et. al. 2013a) obtuvieron resultados que sugieren que hay inversién
terminal en los machos de H. americana, por lo que deberian realizarse mas
investigaciones que evalten el papel que juegan las hormonas en la inversién

terminal.
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