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Resumen

Las estructuras genitales y el cortejo copulatorio son rasgos que han evolucionado
por presiones de seleccidn sexual como la eleccién criptica de la hembra en una
gran cantidad de animales. Meccus pallidipennis es una especie cuya morfologia
genital y conducta copulatoria han sido pobremente estudiadas bajo una
perspectiva de eleccion criptica de la hembra. En este trabajo se estudio el papel
que juegan la setas genitales de los machos de este insecto y los toques y roces
que éstos efectuan durante la copula. Se determiné que los machos a los cuales
se les amputaron la setas genitales de manera experimental presentaron menor
probabilidad de copular y menor duracion de la cépula, pero transfirieron la misma
cantidad de espermatozoides a las hembras que los machos control. También se
determiné que la cantidad toques y roces efectuados por los machos no esta
correlacionada con la duracion de la cépula ni con la cantidad de espermatozoides
transferidos a las hembras. Estos resultados sugieren que las setas genitales de
los machos son necesarias para llevar a cabo la copula pero su mantenimiento no
esta mediado por un proceso de eleccion criptica de la hembra. Asimismo se
sugiere que los toques y roces efectuados por los machos no son una forma de
cortejo copulatorio. Se discuten otras posibles explicaciones para la existencia de
estos rasgos como una funcion mecanorreceptiva de las setas genitales y eleccion

criptica masculina en el caso de los toques y roces efectuados por los machos.



Abstract

Sexual selection has shaped the evolution of genital structures and copulatory
courtship behaviour by cryptic female choice in a wide variety of animals. Meccus
pallidipennis is a species whose genital morphology and copulatory behaviour
have been poorly studied under a cryptic female choice perspective. In this work |
studied the role of male genital setae and the effect of tapping and rubbing the
female’s body during copula by males. Results show that males with genital setae
experimentally ablated had a lower probability to copulate as well as lower copula
duration than the un-ablated males. However there were no differences in the
quantity of sperm cells transferred to females. It was also determined that tapping
and rubbing intensity was not correlated with the duration of copula nor with the
quantity of sperm cells transferred to females. These results suggest that male
genital setae are necessary to copulate but their maintenance is not mediated by
cryptic female choice. In the same way, these results suggest that tapping and
rubbing the female’s body is not a form of copulatory courtship behaviour. | discuss
other possible explanations for the existence of these traits, for example a
mechanoreceptive function for male genital setae and cryptic male choice in the

case of the tapping and rubbing behaviour.



Capitulo 1. Introduccion

La seleccion sexual puede definirse como el proceso a través del cual se
seleccionan los rasgos asociados con la competencia por el acceso a los gametos
de una pareja (Shuker 2010). Puesto que en la mayoria de las especies animales
la inversidn en la produccidon de crias no es la misma entre machos y hembras
(siendo las hembras las que mas invierten), resulta comun que la competencia sea
mas intensa entre machos que entre hembras (Trivers 1972; Janicke 2016). De
este modo, los machos son el sexo cuyos rasgos —aquellos relacionados con el
acceso a los gametos— seran seleccionados por las hembras. Aunque esto es lo
mas comun, la relacién inversa entre sexo seleccionado y sexo seleccionador

también ocurre en la naturaleza (Bonduriansky 2001; Shuker 2014).

1.1. Mecanismos de seleccion sexual

De acuerdo con Darwin (1871), la seleccién sexual puede dividirse en seleccion
intrasexual y seleccion intersexual. En la primera, los machos compiten por el
acceso a los gametos de las hembras independientemente de la preferencia que
éstas tengan por algun rasgo. En cambio, en la seleccién intersexual, la
competencia entre machos esta mediada por la preferencia que las hembras
tengan sobre un cierto rasgo que poseen los machos (Shuker 2014). Actualmente
existen cuatro principales modelos tedricos de seleccidon intersexual que
contemplan la evoluciéon del rasgo del macho —el cual tiende a exagerarse— y de
la preferencia de la hembra: beneficios directos, Fisher-Zahavi, compatibilidad

genética y explotacion sensorial (Hunt y Sakaluk 2014).



1.1.1. Modelos de eleccién femenina

1.1.1.1. Beneficios directos

Este modelo supone la evolucion simultanea de los rasgos del macho
seleccionado y de la preferencia de la hembra debido a que dichos rasgos afectan

directamente la adecuacién de la hembra —incrementan el numero de hijos
promedio— (Kirkpatrick 1985). Asi, las hembras tenderan a seleccionar a los
machos que le provean de beneficios como cuidado parental, defensa del

territorio, proteccion y regalos nupciales, por citar algunos (Jones y Ratterman

2009); o bien, machos que sean mas conspicuos y requieran menor inversién de

recursos en ser encontrados (Kirkpatrick y Ryan 1991).

1.1.1.2. Fisher-Zahavi

En la actualidad se considera que este modelo es el resultado de la fusiéon de dos
modelos preexistentes (Hunt et al. 2004; Kokko et al. 2002; se ha argumentado lo
contrario por Kuijper et al. 2012): el proceso desbocado de Fisher y el principio del
“handicap” o de los buenos genes de Zahavi. El proceso de Fisher implica que, sin
importar cdmo haya surgido la preferencia de las hembras de una poblacién por
algun rasgo presente en los machos, una hembra que se aparea con un macho
que tiene un rasgo con un cierto valor, tendra como descendencia machos con
ese valor en el rasgo y hembras con preferencia por ese valor (Fisher 1930; Lande
1981; Pomiankowski, Iwasa, y Nee 1991). La correlacion genética entre

preferencia y rasgo provoca un ciclo de retroalimentacion positiva entre ambos

(Shuker 2014).

El principio de los buenos genes sefiala que los rasgos exagerados de los machos
son preferidos por las hembras porque indican la condicion genética del macho.

Un macho que posee un rasgo exagerado se encuentra bajo una mayor presion



de seleccion natural —porque es mas conspicuo ante los depredadores, por
ejemplo—, pero su condicion genética le ha permitido sobrevivir a pesar de esa
desventaja; por lo tanto, una hembra que se aparea con ese macho tendra
descendientes con esa condicién genética (Maynard Smith 1991; Zahavi 1975,
1977). De manera similar, este mismo principio aplica para los rasgos cuya
expresion implica un alto costo para el machos, ya sea de manera inherente o
porque se encuentran sometidos a cargas parasitarias (Hamilton y Zuk 1982).
Como se ha mencionado anteriormente, se considera que ambos modelos son
uno mismo debido a que explican que los caracteres tienden a exagerarse por
medio de la seleccion sexual debido a que la adecuacion de la descendencia de
las hembras se incrementa, ya sea porque es mas atractiva o porque tiene mayor

viabilidad (Hunt et al. 2004; Kokko et al. 2002).

1.1.1.3. Compatibilidad genética

Alternativamente, las hembras pueden ejercer preferencia por ciertos machos
dependiendo de las combinaciones genéticas que puedan resultar. Esto sucede
cuando los fenotipos con mayor adecuacién surgen de ciertas combinaciones de
genomas parentales —genomas compatibles— y, por lo tanto, las hembras
preferiran a machos cuya composicion génica maximice la adecuacion de la
descendencia (Hunt y Sakaluk 2014; Neff y Pitcher 2005; Puurtinen, Ketola, y

Kotiaho 2009; Zeh y Zeh 1996, 1997).

1.1.1.4. Explotacion sensorial

El modelo de la explotacion sensorial esta quizas mas ligado con el origen de la
preferencia de una hembra por un rasgo que con el mantenimiento de esta
preferencia. Sin embargo, es importante considerarlo porque existen rasgos,

especialmente conductuales, que dificilmente pueden entenderse como sefales

de la condicion de un macho (Arnqvist 2006). A diferencia de los otros modelos, en



éste la preferencia y el rasgo no surgen al mismo tiempo sino que la preferencia
se establece primero y después, por casualidad como es frecuentemente el caso
de una mutacién, surge un rasgo en los machos que resulta ser atractivo para las
hembras (Ryan 1990). Otro aspecto que diferencia a la explotacion sensorial del
resto de los modelos es que ni los rasgos de los machos ni los machos mismos
suponen una ventaja para la adecuacion de las hembras ni de su descendencia al
ser elegidos. Sin embargo, también es posible que las hembras tengan esta
preferencia previa por los rasgos de los machos debido a que éstos simulan o se
parecen a sefiales presentes en el medio por los que las hembras se sienten
atraidas bajo otros contextos diferentes al apareamiento —colores similares a los
del alimento, formas parecidas a los refugios, sefales relacionadas con la
depredacion, entre otros— y que les suponen una ventaja adaptativa (Endler y
Basolo 1998; Ryan y Keddy-Hector 1992; Ryan 1990). A esta forma de explotacion

sensorial se le conoce como trampas sensoriales (Ryan 1990).

1.2. Seleccion sexual postcopulatoria.

Si bien la seleccion sexual trata de la competencia por el acceso a los gametos de
una pareja (Shuker 2010), los modelos de seleccion sexual anteriormente
mencionados han sido desarrollados principalmente a partir de estudios enfocados
a los momentos previos a la cépula. Sin embargo, se ha demostrado que durante
la copula o después de la misma —postcodpula en conjunto— el proceso de
seleccion sexual continua. La seleccidn sexual postcopulatoria, igual que la
precopulatoria, puede dividirse en dos con respecto a si la hembra efectia o no
una eleccion: competencia espermatica (CE) —seleccion intrasexual— y eleccion
criptica de la hembra (ECH) —seleccion intersexual— (Eberhard 2015). Sin
embargo, dado que ambos mecanismos de seleccion sexual postcopulatoria
ocurren dentro de la hembra y ésta influye de alguna u otra manera en la

competencia, se ha planteado que los dos son en si eleccion criptica de la hembra



(Arnqvist 2014). Para fines practicos en este trabajo se consideraran por

separado.

1.2.1. Competencia espermatica

Definida por Parker (1970), la CE es la competencia llevada a cabo dentro de una
misma hembra entre el esperma de dos o0 mas machos por la fertilizacién de los
ovulos. Las estrategias adaptativas de la CE cubren un rango entre evitar la
competencia hasta la competencia directa. Se mencionan algunas de estas
estrategias revisadas por Parker (1970) y Simmons (2001; 2014) en orden de
dicho rango: i) comportamiento de resguardo sobre la hembra; ii) produccion de
substancias que inhiben la receptividad; iii) produccién de tapones que evitan la
entrada de otros eyaculados; iv) inseminacidn traumatica; v) incremento en la
produccion y en la transferencia espermatica; vi) racionamiento estratégico del
eyaculado para varias hembras; vii) espermatozoides con morfologias adaptadas

para la competencia; y viii) remocion mecanica de eyaculados previos.

1.2.2. Eleccion criptica de la hembra

Mencionada por primera vez por Thornhill (1983), la ECH puede definirse como el
éxito postcopulatorio diferencial en la fertilizacion entre diferentes machos causado
por un rasgo en la hembra (Arnqvist 2014; Eberhard 1996). Dicho rasgo no se
limita al sistema nervioso femenino como cuando ocurre en la seleccion sexual
precopulatoria (Eberhard 1996), sino que abarca rasgos morfologicos,
conductuales y fisioldégicos (Arnqgvist 2014). Por ejemplo, si la forma del tracto
reproductor de la hembra es capaz de discriminar entre distintos aparatos
intromitentes de los machos con los que se aparea, el rasgo seria morfologico
(Arnqvist 2014). Por otro lado, si la hembra es capaz de manipular la duracion de
la copula se trataria de un rasgo conductual; o bien, si la hembra digiere los

espermatozoides de un macho no favorecido, el rasgo se consideraria fisioldgico



(Arnqvist 2014). Una lista de mas de veinte mecanismos a través de los cuales las
hembras pueden ejercer la eleccion criptica se detalla en dos trabajos de Eberhard
(1996; 2015): entre éstos destacan detener la cépula prematuramente; transportar
0 no los espermatozoides a los sitios de almacenaje; eliminar el eyaculado de
machos anteriores; facilitar la remocién espermatica por otros machos; ovular;
mantener en su sitio el tapdn colocado por el macho; y, remocion del

espermatoéforo antes de que se liberen todos los espermatozoides.

A pesar de la relevancia que se le da a los mecanismos de eleccion de la hembra,
debe recordarse que éstos se encargan de elegir rasgos de los machos que
presentan variabilidad intrasexual, y que estos ultimos estan relacionados con el
éxito reproductivo de los machos —e.g. cortejo copulatorio, morfologia de los

genitales, productos del eyaculado, regalos nupciales, entre otros— (Arnqvist

2014).

1.2.3. Coevolucion sexual antagonista

Como ya se ha sefalado, las hembras suelen ser el sexo que mas invierte en la
reproduccion (Trivers 1972); aunado a lo anterior, se ha demostrado que la
adecuacion de las hembras suele verse disminuida con la reproduccion debido a
que los machos pueden desarrollar estrategias que favorezcan su éxito
reproductivo a costa de generarle un dafo a la hembra (Bateman 1948; e.g.
Chapman etal. 1995). A esta diferencia de intereses que tienen machos y
hembras con respecto a la reproduccion se le conoce como conflicto sexual
(Chapman et al. 2003). Bajo este conflicto se espera que la seleccion natural y la
seleccién sexual favorezcan valores diferentes en los rasgos de machos y
hembras (Shuker 2014). Una consecuencia de este conflicto sexual es la

coevolucién sexual antagonista: en la competencia por el acceso a los gametos de
las hembras, los machos desarrollan rasgos o estrategias para manipular a las

hembras, los cuales tienen un costo para éstas impuesto por la seleccion sexual;

10



en respuesta, las hembras responden con nuevos rasgo o estrategias que les

permitan disminuir su susceptibilidad a la manipulacién de los machos (Eberhard
2015).

De manera similar que en la ECH, los machos pueden utilizar la explotacion
sensorial para acceder a los gametos de las hembras, pero en un proceso de
coevolucidén sexual antagonista, esta explotacidn implicaria un dafio a la hembra
que seria contrarrestado con una adaptacién de ésta (Holland y Rice 1998). Cabe

sefalar que los rasgos de los machos aparentemente dafinos para una hembra
pueden resultar beneficiosos si se considera que dicha hembra tendra
descendientes machos con los mismos rasgos que le permitan incrementar su

exito reproductivo (Cordero y Eberhard 2003; Cordoba-Aguilar y Contreras-
Gardufio 2003; Eberhard y Cordero 2003).

1.3. Seleccion sexual en Meccus pallidipennis

1.3.1. Generalidades de M. pallidipennis

Los triatdbminos (Hemiptera: Reduviidae) son un grupo de insectos hematdfagos
cuya biologia ha sido ampliamente estudiada debido a que son el vector de

Trypanosoma cruzi, el agente etiolégico de la enfermedad de Chagas (Lent y
Wygodzinsky 1979). Este grupo de insectos comprende alrededor de 140 especies

distribuidas principalmente en el continente americano, a excepcién de algunas

especies de los géneros Triatoma y Linshcosteus que habitan en Asia y el Viejo
Mundo (Schofield y Galvao 2009). La subfamilia Triatominae esta conformada por

cinco tribus y 15 géneros de acuerdo con la revision de Schofield y Galvao (2009).

M. pallidipennis es una especie que se distribuye principalmente en el oeste de
México, en los estados de Colima, Estado de México, Guanajuato, Guerrero,

Jalisco, Michoacan, Morelos, Nayarit, Oaxaca, Puebla Querétaro, Veracruz y
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Zacatecas; practicamente desde el nivel medio del mar hasta los 1700 m.s.n.m.
(Carcavallo et al. 2000; Lopez-Cardenas et al. 2005; Salazar Schettino et al. 2010;
Vidal-Acosta, Ibafiez-Bernal, y Martinez-Campos 2000). Este es un organismo que
habita principalmente el peridomicilio, lo que lo vuelve un vector de T. cruzi de
importancia humana (Magallon-Gastelum etal. 1998). Bajo condiciones de
laboratorio, se ha reportado que esta especie tiene un tiempo de desarrollo —de
huevo a adulto— de 168 + 11.71 dias y un tiempo de supervivencia de los adultos
de 357 + 217.86 dias para los machos y 262.53 + 167.71 para las hembras

(Bautista et al. 2001; Martinez-lbarra y Katthain-Duchateau 1999).

1.3.2. Conducta sexual

La conducta reproductiva de M. pallidipennis es practicamente igual a la conducta
reproductiva del resto de los triatdminos (Lima, Jurberg, y de Almeida 1986a;
Manrique y Lazzari 1994; Manrique y Lorenzo 2012; Rojas y Cruz-Lopez 1992;
Vitta y Lorenzo 2009). No existe un cortejo precopulatorio aparente y el
apareamiento consiste en: a) la adopcidén de una posicion "vigilante" del macho al
detectar a la hembra, b) el macho monta o salta sobre la hembra, c)
ocasionalmente el macho hace un giro por encima de la hembra, d) el macho
adopta una posicidon dorsolateral hacia cualquiera de los costados de la hembra, €)
el macho sujeta el cuerpo de la hembra con los tres pares de patas y extiende los
parameros para sujetar los genitales externos de la hembra, f) se lleva a cabo la
copula vy, finalmente, g) el macho desciende de la hembra (Rojas y Cruz-Lopez

1992). Bajo condiciones de laboratorio se ha registrado que el tiempo de cépula de

M. pallidipennis es de 11 min 47 s + 3 min 36 s (Rojas y Cruz-Lopez 1992).

En otras especies de triatbminos, la receptividad de las hembras depende
principalmente de la edad y su estado nutricional (Lima, Jurberg, y de Almeida
1986b; Nattero etal. 2011; Vitta y Lorenzo 2009), y cuando éstas no estan

receptivas, despliegan una serie de conductas para rechazar a los machos. Estas
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conductas incluyen evasion, movimientos abdominales y el aplanamiento del
abdomen para evitar que el macho pueda hacer contacto sus genitales.
Adicionalmente, las hembras de T. infestans y Rhodnius prolixus estridulan al
rozar el aparato bucal contra el surco estridulatorio del proesterno, lo que induce la

interrupcion de la cépula en el macho (Manrique y Lazzari 1994; Manrique vy
Schilman 2000; Roces y Manrique 1996). En M. pallidipennis no se ha descrito

ninguna de estas conductas de rechazo.

Como se ha mencionado anteriormente, no se ha reportado un cortejo
precopulatorio aparente en M. pallidipennis, sin embargo en otras especies de
triatbminos como Panstrongylus geniculatus, T. dimidiata y T. infestans se han
reportado danzas de cortejo y movimientos nupciales cuya relacién con el éxito
reproductivo no ha sido probada (Hase, 1932 y Gaillard, 1936 en Rojas et al. 1990;
Silva, 1982 en Lima, Jurberg, y de Aimeida 1986a).

1.4. Objetivo de la tesis
El objetivo de esta tesis es determinar la existencia de procesos de seleccion

sexual postcopulatoria en M. pallidipennis y la posible funcién que puedan tener

los genitales en estos procesos.
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Capitulo 2. Estimulacion genital

2.1. Introduccion

La principal funcidon de los genitales es la transferencia y aceptaciéon de los
gametos durante la reproduccion sexual. Sin embargo, como sefala Eberhard
(1985; 2010a; 2010b), una revision de la morfologia genital en la mayoria de los
grupos animales demuestra que estas estructuras evolucionan en los machos de
manera mas rapida y divergente que el resto de las estructuras corporales. Esta
diversidad morfolégica ha permitido que los genitales sean caracteres diagnosticos
usualmente utilizados para separar especies en los estudios taxondémicos.
Asimismo, este patron evolutivo, aunado a la complejidad o “extravagancia” de la
forma, ha hecho suponer que los genitales no son simples estructuras de
intercambio gamético. Para explicar la diversidad y la complejidad morfologica de
los genitales se han propuesto las siguientes hipétesis —cabe sefialar que existe
un sesgo importante hacia el estudio de los genitales masculinos y, por lo tanto,
estas hipétesis siguen siendo parciales en tanto no se consideren los genitales

femeninos y sus implicaciones evolutivas (Ah-King, Barron, y Herberstein 2014;

Méndez y Cordoba-Aguilar 2004 )—.

2.1.1. Hipotesis de la evolucion genital

2.1.1.1. Hipotesis de llave-cerradura

Propuesta por Dufour (1844 en Mayr 1963), la hipdtesis de llave-cerradura
establece que los genitales de los machos de una especie evolucionan para que
puedan “encajar’ solamente con los genitales de las hembras de su misma
especie, produciendo aislamiento reproductivo al no haber correspondencia con
los genitales de otra especie —una llave para una cerradura—. Aunque en la
actualidad aun existen ejemplos que apoyan esta hipotesis (e.g. Yassin y

Orgogozo 2013), con el paso del tiempo ésta ha dejado de usarse como una

14



explicacion general debido al creciente numero de trabajos que han demostrado la
posibilidad de unidon mecanica entre individuos de diferentes especies. Asimismo,
la existencia de filtros precopulatorios como el cortejo y la diversidad de la forma
en zonas genitales que no tienen contacto entre si, hacen que tedricamente la

disparidad morfoldgica en los genitales sea innecesaria para producir aislamiento

reproductivo (Eberhard 1985).

2.1.1.2 Hipdtesis de la pleiotropia

Esta hipotesis sostiene que los genes implicados en la expresion de la forma de
los genitales estan también involucrados en otros procesos y, en consecuencia,
los cambios en los genes del organismo por cualquier otra razon, pueden tener
como efecto un cambio en la forma de los genitales. Dado que los genitales sélo
sirven para transferir los gametos y ovipositar en el caso de las hembras, los
cambios morfolégicos que en ellos suceden estan sujetos a muy pocas presiones
de seleccion y son altamente variables (Mayr 1963). Ademas, para compensar los
cambios en uno de los sexos, el otro sexo tiene modificaciones en la forma que le
permitan mantener correspondencia morfolégica con el primero (Arnold 1973).
Existen trabajos que de manera indirecta sugieren que los efectos pleitedpicos
pueden producir variabilidad intraespecifica de la forma genital (ver revisién de
Reinhardt 2010) y son pocos los que han probado esta hipotesis de manera
directa (e.g. House y Simmons 2005). Por otro lado, al no tratarse de simples
estructuras para la transferencia de gametos y estar directamente involucradas en
el éxito reproductivo, la evolucién de los genitales por pleiotropia presenta

complicaciones como hipétesis (Eberhard 1985). Sin embargo, estudios como los

de Arnqvist et al (1997) y Morrow et al (2003) demuestran que ésta no puede ser

descartada.
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2.1.1.3. Hipotesis de la seleccidn sexual

Darwin (1871) distinguido entre rasgos sexuales primarios y secundarios: los
primeros son aquellos que estan directamente relacionados con la reproducciéon —
genitales— y los segundos son aquellos relacionados con la competencia por el
acceso a los gametos del otro sexo y que presentan dimorfismo sexual —e.g. el
plumaje colorido de los machos en algunas aves, la conducta de cortejo, las armas
involucradas en la seleccion sexual intraespecifica, etc.—. Sin embargo, los
trabajos de Eberhard (1985; 1996) han permitido un nuevo analisis de esta
distincion ya que se ha demostrado que los rasgos sexuales primarios también
estdn sometidos a los mecanismos de seleccion sexual (Ghilsen 2010);
particularmente a la seleccion sexual postcopulatoria, ya sea por CE, ECH o
mediante ciclos de coevolucion sexual antagonista. Bajo esta hipotesis, los
genitales y sus subestructuras son rasgos a través de los cuales las hembras
pueden discriminar entre varios machos y llevar a cabo una eleccion de acuerdo a
una determinada preferencia. Esta perspectiva permite entender de otra manera la

evolucion rapida y divergente de los genitales entre especies.

2.1.2. Genitales de M. pallidipennis

2.1.2.1. Genitales de la hembra.

Los genitales de M. palidipennis han sido pobremente estudiados y por eso a
continuacion se describe el plano general de los genitales femeninos de los
triatominos. En términos generales, los genitales externos de las hembras esta
compuestos por una serie de uroesternitos divididas por la mitad en pares: dos
pares de gonocoxas —o valvifers— pertenecientes a los segmentos 8 y 9, y tres
pares de gonapdfisis —o valvulas (Davis 1966). Como en otros insectos, los
triatbminos presentan una gran variedad de setas en el cuerpo. Estas setas se

vuelven mas abundantes en la region terminal del abdomen, alrededor de las
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gonocoxas y gonapdfisis en las hembras de algunas especies de Panstrongylus,

Rhodnius y Triatoma (da Rosa et al. 2010, 2014).

La vagina se extiende de manera interna a partir de las gonapodfisis hasta
conectarse en su region dorsal con el oviducto comun por medio del vestibulo. El
oviducto comun se divide en dos oviductos laterales, los cuales se dividen
nuevamente en 7 pedicelos unidos a la base del ovario, el cual, a su vez, se
subdivide en 7 ovariolas. Las dos espermatecas, encargadas de recibir y

almacenar el esperma del macho, se insertan a cada uno de los lados del oviducto

comun (Davis 1966; Schuh y Slater 1995).

2.1.2.2. Genitales del macho.

Los genitales del macho, compuestos por los uroesternitos de los segmentos 8 y
9, se encuentran situados ventralmente en la séptimo uroesternito. El uroesternito
8 esta reducido a una delgada banda anterior al noveno uroesternito, el cual se
conoce como capsula genital o pigéforo. El pigéforo es una estructura
semiglobular esclerotizada con una superficie dorsal membranosa que separa el
intestino de los genitales internos. Su margen posterior presenta una proyeccion
esclerotizada en el medio con forma de espina conocida como proceso medio del
pigéforo (Davis 1966; Lent y Wygodzinsky 1979). La apertura del pigéforo, por
donde salen los genitales internos durante el apareamiento, se encuentra
flagueada por un par de parameros que la cubren cuando estan en reposo
(Carcavallo etal. 1998). Tanto los parameros como el margen posterior y el

proceso medio del pigéforo se encuentran cubiertos por arreglos de suetas (Figura
2.1).

17



Figura 2.1. Pigéforo de M. pallidipennis. A, fotografia de una vista posterior del abdomen del macho
donde se aprecia el pigéforo y los parameros en reposo. B, ilustracidon del pigéforo en una vista
posterior (izquierda) y en una vista dorsal con la parte posterior hacia arriba (derecha); en ambas
vistas se aprecian los parameros extendidos y las setas genitales que recubren los parameros y el
proceso medio del pigéforo. *, pigéforo; cabezas de flecha, paramero izquierdo; flechas, proceso

medio del pigéforo.

Dentro del pigoforo se encuentra el edeago, el cual esta compuesto por el aparato
articular —basal— y el falo —apical—. El aparato articular tiene la funcion de darle
soporte al falo y sirve a manera de bisagra para facilitar que este ultimo salga del
pigéforo. El falo esta compuesto por el falosoma y el endosoma. El falosoma
envuelve al endosoma, el cual es una estructura evertible que se encuentra
invaginada cuando no presenta actividad y que es capaz de extenderse durante la

copula para depositar el espermatéforo dentro de la hembra (Carcavallo et al.

1998; Lent y Wygodzinsky 1979).

Los testiculos estan unidos con los vasa deferentia hacia el interior del animal
(Davis 1966). Tres de las cuatro mesadenias producen el material con que se

forma el espermatéforo. La cuarta mesadenia o glandula opaca produce una

sustancia que se secreta junto con el espermatoforo durante la copula. Davey
(1958) ha demostrado que esta sustancia producida por el macho de R. prolixus

es responsable de generar contracciones en la musculatura de la bursa copulatrix

que provocan la migracion de los espermatozoides hacia las espermatecas.
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2.2. Antecedentes

En algunos estudios se han asociado algunas estructuras de los genitales
masculinos con un mayor éxito reproductivo. Por ejemplo, en el caso de Anomala
orientalis, el edeago contiene un par de grupos de espiculas que hacen contacto
directo con los genitales internos de la hembra durante la copula. Una posible
funcion que se la ha atribuido a estas espiculas es que sirven como mecanismo de
anclaje. Sin embargo, dado que se ha observado que aquellos machos que tienen
una mayor abundancia de estas estructuras presentan una mayor probabilidad de
fertilizacion, se ha propuesto que también pueden tener la funcion de estimular a
la hembra bajo un contexto de ECH (Wenninger y Averill 2006). De manera
similar, los genitales masculinos de Ontophagus taurus contienen una serie de

escleritos cuya variabilidad morfolégica estd asociada con el éxito reproductivo

diferencial de los machos (House y Simmons 2003).

Existen también estudios donde se han manipulado algunas estructuras genitales
masculinas para dilucidar su posible funcién durante la copula. En la mosca
Glossina pallidipes los machos presentan un par de cercos laterales en el aparato
reproductor adornados por setas que hacen contacto directo con los genitales
femeninos durante la copula (Bricefio y Eberhard 2009). Igualmente, durante este
proceso, un grupo de setas presentes en el quinto esternito rozan el sexto tergito
de la hembra. La remocién de las setas de ambas estructuras o la ablacién de los
mismo cercos, asi como cubrir las zonas de contacto de la hembra con barniz,
disminuye la probabilidad de encontrar espermatozoides en las espermatecas de
las hembras (Bricefio y Eberhard 2009). Esto indica que la estimulacién genital y la
percepcion de la misma juegan un papel importante durante la fertilizacién que
concuerda con la hipotesis de la seleccion sexual bajo ECH (Bricefio y Eberhard
2009). En el mismo sentido, se ha observado que los machos de Callosobruchus
maculatus a los cuales se les han removido las espinas presentes en el endofalo o
que presentan espinas de tamano reducido, presentan menor éxito de fertilizacion.

Una posible explicacion para este fendmeno es que las espinas tienen la funcion
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de romper los genitales internos de la hembra para permitir el paso de algunas
sustancias seminales que inducen el uso de los espermatozoides (Hotzy et al.
2012). En conjunto, estos estudios demuestran que la estimulacion genital
mediada por estructuras como espinas, setas y escleritos, esta intimamente

relacionada con el éxito reproductivo de los organismos.

Como se ha mencionado anteriormente, la distincion entre la CE y la ECH, aunque
practica, no es necesariamente real puesto que ambos mecanismos estan bajo
cierto control desde el punto de vista de la hembra (Arnqvist 2014). En su
conjunto, ambos mecanismos gozan de un buen soporte empirico como una
explicacion general de la evolucion de la morfologia genital. En cambio, la
evolucion mediante coevolucion antagonista tiene menos peso pero se reconoce
que se trata de un fendbmeno que ha ocurrido en casos particulares (Eberhard
2010a, 2010b). Determinar una funcidn distinta a la simple transferencia de

gametos para los genitales, bajo una perspectiva de ECH, sigue siendo un reto.

De manera preliminar, en este trabajo se observd que los genitales masculinos de
M. pallidipennis presenta algunos arreglos de setas en su parte interna (Fig. 2.1).
Dado que i) las hipdtesis de evolucidn genital previamente descritas suponen un
papel funcional para las estructuras genitales bajo un contexto de seleccion sexual
postcopulatoria; y que ii) los trabajos anteriormente mencionados confirman que
este tipo de estructuras estan involucradas en el éxito reproductivo, resulta

interesante esclarecer qué papel pueden jugar estas setas durante la copula.

2.3. Objetivo

El objetivo de este capitulo es determinar la funcion de las setas presentes en los

genitales internos de los machos de M. pallidipennis.
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2.4. Hipdtesis

Las setas genitales de los machos son estructuras estimulatorias necesarias

durante la coépula de M. pallidipennis.

La estimulacion provista por las setas genitales masculinas afecta la densidad de

espermatozoides transferidos a la hembra durante la copula.

2.5. Predicciones

Si los machos de M. pallidipennis presentan ausencia en las setas genitales, los

machos tendran menor éxito de la cépula.

Si los machos de M. pallidipennis presentan ausencia en las setas genitales, los
machos seran capaces de transferir una menor cantidad de espermatozoides a las

hembras.

2.6. Materiales y métodos

2.6.1. Insectos

Ninfas en quinto estadio de M. pallidipennis obtenidas del insectario del
Laboratorio de Biologia de Parasitos de la Facultad de Medicina, Universidad
Nacional Autonoma de México (UNAM), fueron alimentadas a partir de septiembre
de 2014 con sangre de raton cada semana hasta llegar a estadio adulto. Los
adultos siguieron el mismo régimen de alimentacion y se mantuvieron dentro del
mismo insectario. Seis parejas se mantuvieron en un mismo contenedor como pie
de cria, colectandose los huevos ovipositados cada semana. Las crias obtenidas
de estas seis parejas fueron alimentadas con sangre de ratén o conejo cada dos
semanas hasta que llegaron al estadio adulto. Una vez emergidos los adultos,

éstos se mantuvieron en frascos individuales y se alimentaron hasta llegar a la
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madurez sexual. Mediante pruebas preliminares de determind que los adultos de
la colonia utilizada alcanzan la madurez sexual después de dos semanas de haber
emergido y después de haberse alimentado dos veces; de no ser asi, muy pocos
individuos intentan aparearse. Todos los insectos se mantuvieron en obscuridad
constante salvo para la alimentacion, para recibir los tratamientos experimentales

y para la experimentacion misma.

2.6.2. Determinacion de las setas que entran en contacto durante la copula

Para determinar cuales setas de los genitales masculinos entran en contacto con
los genitales femeninos, una pareja en cépula fue sacrificada al rociarle cloruro de
etilo en aerosol. La parte terminal del abdomen de ambos individuos, aun
ensamblada por los genitales, fue separada del resto de los cuerpos y se
deshidrat6é con etanol (70%, 80%, 90% y 100%). Se tomaron microfotografias de

barrido en el Laboratorio de Microscopia del Instituto de Biologia, UNAM (Fig. 2.2).

2.6.3. Tratamientos

Los machos fueron divididos en grupo experimental y grupo control. Los machos
del grupo experimental fueron inmovilizados bajo un microscopio estereoscopico
Zeiss Stemi 2000-C para llevar a cabo la amputacion de las setas presentes en los
genitales internos. Para esto, con la ayuda de pinzas de diseccion, el pigéforo fue
suavemente separado del abdomen mientras que los parameros se jalaron hacia
fuera dejando expuesto el proceso medio del pigéforo y la cara interna de los
parameros. Posteriormente se rozo varias veces la superficie de estas dos ultimas
estructuras con las pinzas de diseccidon para amputar las setas presentes.
Finalmente se colocaron los parameros en la entrada del pigéforo y se presiond
éste suavemente contra el abdomen para colocarlo en su posicion original. Los
machos del grupo control fueron tratados de la misma manera con la excepcién de
la amputaciéon de setas; en vez de esto, las mismas estructuras fueron tocadas

varias veces con la punta de las pinzas cuidando de no alterar la integridad de las
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setas. A ambos grupos se les dio un periodo de recuperacion de al menos dos

dias antes de pasar a la fase experimental.

2 mm

Figura 2.2. Genitalies ensamblados de la hembra (derecha) y del macho (izquierda) de M.
pallidipennis. El pigéforo (pf) del macho gira con respecto al resto del abdomen y sujeta los
estiloides (st) y las gonapdfisis (no visibles) con los parameros (pa). Las cabezas de flecha sefialan
las setas del proceso medio del pigéforo y de las caras internas de los parameros que hacen
contacto con los genitales de la hembra. VI, séptimo segmento de la hembra; Vlligc, gonocoxa del

octavo segmento de la hembra; IX, noveno segmento de la hembra.

2.6.4. Duracion de la cépula

Se construyd un escenario que consistio en un recipiente de cristal (17.5 cm de
diametro X 7 cm de altura) con un papel blanco como sustrato. Este recipiente se
colocé dentro de una caja (32 cm de largo X 25 cm de ancho X 22 cm de altura)
con las paredes forradas de color negro y un fondo de color blanco. Las parejas
fueron alimentadas a replecién una semana antes de ser introducidas al escenario
para la experimentacién y los machos de ambos grupos fueron asignados de
manera aleatoria con sus respectivas hembras. Para esto se seleccionaron de tres

a cinco machos y el mismo numero de hembras que habian alcanzado la madurez
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sexual con base su fecha de emergencia y su estatus alimentario, y se les asigno
un numero del uno al cinco dependiendo de cuantos individuos se tuvieran
disponibles en ese momento. Posteriormente, utilizando el sitio web random.org, el
cual cuenta un algoritmo de aleatoriedad basado en ruido atmosférico, se
sortearon, uno por uno, los numeros de las hembras para asignarlos a cada uno

de los numeros de los machos.

Para los experimentos, primero se colocé a la hembra dentro del escenario por al
menos un minuto y posteriormente se introdujo el macho. Se considerd que el
macho intentd copular si éste monté a la hembra, se posicion6 dorsolateralmente y
extendio tanto el pigéforo como los parameros; se considero iniciada una copula si
los genitales de ambos individuos hicieron contacto luego de haberse presentado
la conducta precopulatoria descrita por Rojas y Cruz-Lopez (1992); y se considero
terminada cuando los genitales externos de ambos se separaron. Para registrar la
duracion de la copula, las parejas fueron filmadas por un periodo maximo de 18
minutos o hasta que la cépula hubiese terminado.

En caso de no darse la copula en el primer intento, los individuos fueron
separados en frascos individuales. Luego de un periodo minimo de una semana
fueron nuevamente alimentados y repartidos aleatoriamente para una prueba

subsecuente.

2.6.5. Densidad de espermatozoides

Veinte horas después de llevada a cabo la cépula se disecaron las espermatecas
de las hembras y se llevd a cabo el conteo espermatico modificando la
metodologia de Lane et al. (2015). Se anestesio a la hembra por 10 minutos a -2
°C para después ser colocada bajo un microscopio estereoscopico Zeiss Stemi
2000-C en una caja de Petri con la parte ventral hacia arriba. Con un bisturi se
llevé a cabo un corte longitudinal por la parte media del abdomen ventral desde la

terminalia, comenzando entre las gonocoxas 8, hasta la unién de los segmentos
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abdominales 4 y 5. Este corte se llevd a cabo so6lo con la punta del bisturi,
cuidando de no profundizar mas alla del integumento. Con las pinzas de diseccion
se retird el integumento situado a ambos lados del corte dejando al descubierto los
organos internos en una ventana cuyas orillas fueron la unién de los segmentos
abdominales 4 y 5, y ambos conexivos. Las espermatecas fueron extraidas desde
su base, en el punto de insercion con el oviducto comun, y cada una fue tratada

como se describe a continuacion.

En el centro de un portaobjetos se colocd una gota de 5 yl de agua destilada
dentro de la cual se rompid una espermateca usando un par de alfileres
entomoldgicos. Después se agregaron 5 yl mas de agua destilada en el punto
donde se rompid la espermateca y se resuspendio la dilucion 3 veces para
recuperar el eyaculado que pudiera haber quedado adherido al portaobjetos. Los
10 ul fueron transferidos con una micropipeta a un tubo con 500 pl de agua
destilada, enjuagando la punta de los alfileres dentro de la misma para dejar la
menor cantidad de eyaculado adherido a los alfileres. Finalmente se afiadieron 90

Ml de agua destilada al tubo para obtener un volumen final de 600 ul.

Los 600 pl se agitaron en el vortex a velocidad minima por 15 s y se tomaron 3
muestras de 1 pl, las cuales se colocaron cada una en un portaobjetos diferente y
se dejaron secar a temperatura ambiente. Las muestras se tifieron con un
hemocolorante (Hemocolorante Rapido 548, Hycel) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Cada muestra se observo bajo un microscopio 6ptico OLYMPUS BX41
con el objetivo 20X o 40X dependiendo de la aglomeracion de los
espermatozoides en las preparaciones y se tomaron fotografias con una camara
digital OLYMPUS C-5050 ZOOM de distintas secciones de la muestra haciendo un
barrido hasta cubrirla por completo. Posteriormente las fotografias fueron
ensambladas con el programa Adobe Photoshop CS5 (Adobe Systems Inc.) sin
modificar ningun aspecto de la fotografia y se calculé la densidad de
espermatozoides contando los espermatozoides de la muestra. La densidad de

espermatozoides por cada espermateca es la suma de tres muestras de 1 pl (3 pl
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tomados a partir de 600 ul) y la densidad de espermatozoides de ambas
espermatecas es la suma de las seis muestras de 1 yl (6 pl tomados a partir de
1200 pl).

2.6.6. Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados se llevaron a cabo pruebas paramétricas cuando
se cumplieron los supuestos estadisticos. Sin embargo, dada la limitada cantidad
de datos obtenidos en el grupo experimental (excepto en el analisis del éxito de la
copula), también se llevaron a cabo pruebas no paramétricas para confirmar los
resultados. Los datos fueron analizados con el programa R 3.2.1 (R Core Team
2015).

Para determinar la importancia de las setas genitales en la cépula se evalud el
efecto de su presencia y ausencia (variable predictiva) en el éxito de la copula
mediante un modelo lineal generalizado utilizando una distribucién binomial y una
funcién de enlace logit (Ncontrol = 26, Nexperimental = 30). Este modelo se compard con
un modelo nulo en el cual no se incluyd la variable predictiva por medio de una
prueba de razén de verosimilitud. El resto de los analisis se llevaron a cabo

utilizando los datos de los individuos que si lograron copular en este experimento.

Para evaluar la existencia de una diferencia en la duracion de la cépula y en la
densidad de espermatozoides presentes en las espermatecas (variables
dependientes) entre los tratamientos (variable independiente), se generaron
modelos lineales generales (Ncontrol = 25, Nexperimentat = 10). Para el andlisis de la
duracion de la copula se aplicé una transformacion logaritmica a los datos de
duracion con la finalidad de normalizar la distribucién de los residuales del modelo.
Luego de la transformacion se verifico la normalidad de los residuales con una
prueba de Shapiro-Wilk (W = 0.95, p = 0.104) y la homogeneidad de varianzas con
una prueba de Levene (W = 0.48, p = 0.492). En el caso de la densidad de

espermatozoides también se verificé la normalidad de los residuales con una
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prueba e Shapiro-Wilk (W = 0.94, p = 0.053) y la homogeneidad de varianzas con
una prueba de Levene (W = 2.46, p = 0.126). A partir de estos modelos se

calcularon los valores predichos de cada variable por tratamiento.

Para evaluar la relacion entre la duracidn de la copula y la densidad de
espermatozoides se calculé una regresion lineal simple para predecir la densidad
espermatica en las hembras con base en la duraciéon de la copula por cada
tratamiento (Ncontrol = 25, Nexperimentat = 10). A los datos de la duracion se les aplico
una transformacion logaritmica para ajustar la linealidad, mientras que a los datos
de la densidad espermatica se les aplicd una transformacion de poder Box-Cox (A
= 0.5, Y; + 1) para ajustar la distribucion de los residuales de la regresion. Se
verificd la normalidad de los residuales con una prueba de Shapiro-Wilk tanto para
el grupo control (W= 0.96, p = 0.433) como para el grupo experimental (W = 0.93,
p = 0.493).

Mediante un modelo lineal general se evalu6 la existencia de un efecto en la
densidad de espermatozoides incluyendo como variables predictivas la duracion
de la coépula, el tratamiento y su interaccion. Se utilizaron las mismas
transformaciones de los datos llevadas a cabo en las regresiones lineales simples.
No se detectd un efecto colectivo de la duracion y del tratamiento (F(3,31) = 2.22,
p = 0.105) ni una interaccion entre las variables predictivas (t = -0.50, p =0.621).
Por esta razén se gener6 un modelo mas simple en donde no se incluyo la
interaccidn de las variables predictivas. Se verifico la normalidad de los residuales
del modelo con una prueba de Shapiro-Wilk (W = 0.97, p = 0.559) y la

homogeneidad de varianzas con una prueba de Levene (W = 2.35, p = 0.135).

Para determinar la capacidad de las hembras de almacenar de manera
preferencial los espermatozoides en las espermatecas izquierda o derecha, se
comparo la cantidad de espermatozoides presentes en éstas con una prueba de t
de Student para muestras pareadas (Ncontrol = 25, Nexperimental = 10). Se corroboro la

distribucion normal de las diferencias entre las espermatecas derecha e izquierda
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para cada uno de los tratamientos con una prueba de Shapiro (control: W = 0.95, p
= 0.274; experimental: W = 0.96, p = 0.761) y la homogeneidad de varianzas con
una prueba de Levene (control: W = 0.30, p = 0.588; experimental: W = 0.43, p =
0.522).

Para evaluar la existencia de una diferencia en la densidad de espermatozoides
entre tratamientos (Ncontrol = 25, Nexperimentat = 10) para las espermatecas derechas
e izquierdas por separado se generd un modelo lineal general. Se verificd la
normalidad de los residuales con una prueba de Shapiro-Wilk (derechas: W =
0.96, p = 0.216; izquierdas: W = 0.94, p = 0.052) y la homogeneidad de varianzas
con una prueba de Levene (derechas: W = 1.76, p = 0.193; izquierdas: W = 0.82, p
=0.372).

2.7. Resultados

2.7.1. Exito de la copula

Los resultados mostraron un efecto significativo de la presencia o ausencia de
setas genitales sobre el éxito de la copula (Desviacidon = 7.43, g.l. = 1, p <0.001).
El grupo control mostré una mayor probabilidad de éxito que el grupo experimental

(0.96 vs. 0.33, respectivamente; Fig. 2.3).

En el caso de los machos que no lograron copular, se observdé que estos
acercaron el pigoforo a la terminalia de las hembras, rozandola en repetidas
ocasiones pero sin lograr ensamblar los genitales. Luego de mover su cuerpo con
el pigoforo y los parameros extendidos a lo largo del cuerpo de las hembras, los

machos que no lograron copular desmontaron a la hembra y se apartaron.
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2.7.2. Duracion de la copula

La duracion de la copula del grupo control fue de 732.20 + 192.84 segundos
(datos presentados como media + desviacion estandar, N = 25), mientras que la
del grupo experimental fue de 585.30 + 93.08 segundos (N = 10). Se detectd una
diferencia estadisticamente significativa en la duracién entre los tratamientos
(F(1,33) =5.66, p = 0.023; Fig. 2.4)

Mediante una prueba de suma de rangos de Wilcoxon se confirmé una diferencia
en la duracién de la copula (W = 200.5, p = 0.006).

2.7.3. Densidad de espermatozoides

En 6 ul tomados a partir de una dilucién de 1200 ul por ambas espermatecas, se
contaron 409.80 + 320.76 (N = 25; Tabla 2.1) espermatozoides contenidos en
ambas espermatecas de las hembras que copularon con los machos del grupo
control. Extrapolando se calculd6 una media total aproximada de 81 960
espermatozoides por hembra. En las hembras que copularon con machos del
grupo experimental se contaron 436.00 + 217.91 (N = 10; Tabla 2.1)
espermatozoides contenidos en ambas espermatecas. Extrapolando se calculd
una media total aproximada de 87 200 espermatozoides por hembra. No se
detect6 una diferencia estadisticamente significativa en la densidad de
espermatozoides entre los tratamientos (F(1,33) = 0.05, p = 814; Fig. 2.5).

Mediante una prueba de suma de rangos de Wilcoxon se confirmé la ausencia de

diferencia en la densidad de espermatozoides (W = 117, p = 0.784).

2.7.4. Relacién entre la duracion de la copula y la densidad de espermatozoides

29



Se determiné una ecuacion significativa de la regresion (F(1,23) = 4.96, p = 0.035)
con una r? de 0.18 para el grupo control y una ecuacién no significativa (F(1,8) =
0.43, p = 0.531) con una r* de 0.05 para el grupo experimental (Fig. 2.6).

Para confirmar las regresiones calculadas, se evalué la relaciéon entre las variables
con una analisis de correlacion de Spearman. Se determiné una correlacion
positiva y significativa para el grupo control (p = 0.40, p = 0.045) y una correlacién

no significativa para el grupo experimental (p =0.30, p = 0.400).

Mediante un modelo lineal general en donde no se incluyd la interaccion de las
variables predictivas se detectd un efecto colectivo del tratamiento y la duracion de
la copula (F(2,32) =3,28, p =0.050). No se detectdé un efecto del tratamiento
controlado por la duracién (t = 1.64, p =0.109), pero si un efecto de la duracion

controlada por el tratamiento (t = 2.44, p = 0.020).
2.7.5. Densidad de espermatozoides en las espermatecas derechas vs. izquierdas

El numero de espermatozoides observados en 3 ul tomados a partir de una
dilucion de 600 ul en las espermatecas izquierda y derecha de los grupos control y
experimental se encuentra detallado en la Tabla 2.1. Con una prueba de t de
Student para muestras pareadas no se detecté una diferencia en la cantidad de
espermatozoides presentes en ambas espermatecas tanto para el grupo control (t
=0.68, g. . =24, p = 0.503) como para el grupo experimental (t=0.43,g.1.=9,p
= 0.675; Fig. 2.7).

Mediante una prueba de rangos con signo de Wilcoxon se confirmé la ausencia de

diferencias en las espermatecas del grupo control (V = 140.5, p = 0.394) y del

grupo experimental (V = 26, p = 0.921).
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2.7.6. Densidad de espermatozoides en las espermatecas control vs. experimental

Con el modelo lineal generado no se detectd una diferencia estadisticamente
significativa en la densidad de espermatozoides entre los tratamientos para las
espermatecas derechas (F(1,33) = 0.02, p = 0.902) ni para las izquierdas (F(1,33)
=0.26, p = 0.613; fig. 2.8).

Mediante una prueba de suma de rangos de Wilcoxon se confirmé la ausencia de
diferencias en las espermatecas derechas (W = 122, p = 0.927) e izquierdas (W =
106, p = 0.496).
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Figura 2.3. Probabilidad del éxito de copula e intervalos de confianza del 95% (barras de error)

para machos de los grupos control y experimental.

800 -

700

600

Duracion de la copula (s)

500 - L

400

T T
control experimental

Grupo
Figura 2.4. Valores predichos para la duracién de la cépula e intervalos de confianza del 95%

(barras de error) para parejas con machos de los grupos control y experimental.
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Tabla 1. Media + desviacion estandar de la cantidad de espermatozoides contados en las
espermatecas derecha, izquierda y ambas, tanto en el grupo control (con) como en el experimental

(exp).

Espermateca
Derecha lzquierda Ambas

con 214.40+167 195.50 £ 182.16 409.80 + 320.76
exp 207.20 £ 113.52 228.80 + 152.62 436.00 + 217.91
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300

Densidad de espermatozoides (6/1200 pl)

200 -
control experimental
Grupo
Figura 2.5. Valores predichos e intervalos de confianza del 95% (barras de error) para la densidad

de espermatozoides contenidos en ambas espermatecas de las hembras que copularon con

machos de los grupos control y experimental.
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Figura 2.6. Regresiones de la duracién de la copula en segundos con transformacion logaritmica y
la densidad de espermatozoides con transformacion de poder Box-Cox (A = 0.5, Y; + 1) del grupo
control (y =-93.14 + 16.89x) y del grupo experimental (y = -28.29 + 7.62x).
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Figura 2.7. Densidad de espermatozoides (media *+ barra de error estandar) en 3 ul tomados de

una dilucion de 600 pl de las espermatecas derecha e izquierda de los grupos control y
experimental.
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Figura 2.8. Valores predichos para la densidad de espermatozoides e intervalos de confianza del
95% (barras de error) para muestras de 3 ul tomadas a partir de una dilucién de 600 pl de las

espermatecas derechas e izquierdas de hembras que copularon con machos de los grupos control
y experimental.
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2.8. Discusion

Los resultados aqui presentados confirman la primera hipétesis planteada en tanto
que hubo una menor proporcion de machos que lograron copular cuando
presentaron ausencia de setas genitales. Resulta poco probable que la propia
manipulacion al eliminar las setas haya sido la causante de esta diferencia puesto
que los individuos del grupo control fueron manipulados de la misma manera con
excepcion de la eliminacion de setas; asimismo se observo que los individuos del
grupo experimental fueron capaces de extender el pigéforo y los parameros al

intentar copular, signo de que no sufrieron lesiones durante el tratamiento.

En todos los casos en donde los machos intentaron copular pero no lo lograron, se
observd que, una vez que montaron a la hembra, estos individuos se mantuvieron
moviendo el cuerpo hacia adelante y hacia atras con los genitales extendidos
durante varios minutos. Luego de varios intentos por encontrar los genitales
femeninos, los machos cesaron los movimientos, ya fuera con el pigéforo muy por
detras de los genitales de la hembra o, bien, con este 6rgano pegado al abdomen
de la misma, y finalmente desmontaron a la hembra. En cambio, los machos del
grupo control que si lograron copular encontraron los genitales de la hembra
inmediatamente después de haberse colocado en posicion dorsolateral. Estas
observaciones sugieren una funcidén mecanorreceptora de las setas genitales, las
cuales son utilizadas para percibir los genitales de la hembra, poder ensamblar el

pigéforo a las gonocoxas y posteriormente llevar a cabo la intromisién de edeago.

En varias especies de artrépodos se ha observado que existe una relacion positiva
entre la duracion de la copula y la cantidad de espermatozoides transferidos, la
cantidad de espermatozoides almacenados por la hembra, el tamafo del
eyaculado y/o la cantidad de proteinas seminales presentes en el eyaculado
involucradas en la CE (Dickinson 1986; Herberstein et al. 2011; Edvarsson y Canal

2006; Bretman et al. 2009; Wigby et al. 2009). Asimismo, se ha observado que el
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grado de CE tiene un efecto sobre la duracién de la cépula, generalmente dando
como resultado un incremento en la duracién conforme la CE es mayor (Gage y
Barnard 1996; Wigby et al. 2009; Price et al. 2012; Bretman et al. 2013). De
hecho, un modelo matematico presentado por Parker y Ball (2005) predice un
incremento en la cantidad de espermatozoides presentes en el eyaculado cuando
los riesgos de la CE son leves, pero conforme esta se incrementa, los costos de la
misma favorecen eyaculados con menos espermatozoides. En el presente trabajo
se observo una disminucién en la duracién de la cépula en los machos del grupo
experimental aun sin estar sometidos a un contexto de CE, lo que indica que esta
disminucién en la duracién puede atribuirse directamente a la ausencia de las
setas genitales. Mas aun, a pesar de que hubo una disminucion en la duracion de
la cépula, el modelo lineal llevado a cabo demostré que las hembras que
copularon con estos machos no presentaron menos espermatozoides en la
espermatecas comparadas con las del grupo control. Esta falta de diferencia en la
cantidad de espermatozoides presentes en las espermatecas hace suponer que
las hembras no son capaces de ejercer eleccion criptica sobre la presencia o
ausencia de setas en los genitales del macho. Sin embargo, demuestra que los
machos de M. pallidipennis son capaces de modular la cantidad de
espermatozoides presentes en el eyaculado (o el tamarfio del eyaculado mismo) en
un contexto distinto al de la CE. Esto quiere decir que a pesar de que los machos
del grupo experimental no lograron tener cépulas tan largas como los del grupo
control debido a la ausencia de setas genitales, si fueron capaces de modular la

rapidez a la cual eyacularon.

Una alternativa distinta a la modulacion de la rapidez de la eyaculacion es que la
misma eyaculacion estuviera restringida a un periodo determinado de la cépula y
que el periodo de tiempo faltante en las cépulas del grupo experimental
correspondiera a un periodo de la cépula que no estuviera relacionado con la
eyaculacién. Esta alternativa, aunque posible, resulta poco probable dados los
resultados encontrados en este trabajo. Por un lado, la relacion positiva entre la

duracion de la copula y la densidad de espermatozoides presentes en las
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espermatecas indica que la transferencia espermatica es progresiva como sucede
en otros artropodos (e.g., Herberstein et al. 2011; Edvarsson y Canal 2006). Por
otro lado, y quizds mas importante, la pérdida de esta relacion en el grupo
experimental sugiere que estos machos son capaces de transferir la misma
cantidad de espermatozoides en menor tiempo, particularmente los que tienen
duraciones de copula mas cortas. Esto no significa que la eyaculacion toma todo
el tiempo que dura la copula después de la insercidbn de edeago, pero si hace
suponer que el periodo de tiempo faltante en las cépulas del grupo experimental
corresponde a un periodo de tiempo comprendido dentro del periodo total de la

eyaculacion.

En otros trabajos donde se ha manipulado la longitud y la presencia de estructuras
genitales como setas o escleritos, se ha observado que los machos con menor
tamano en estas estructuras o a los que experimentalmente se les han removido
las mismas, tienen una duracion de la copula menor, transfieren menos
espermatozoides o tienen una menor probabilidad de que sus espermatozoides
alcancen los sitios de almacenamiento dentro del aparato reproductivo de la
hembra (Bricefio y Eberhard 2009; Rodriguez et al. 2004; Takami 2003). En el
presente trabajo se ha demostrado que la ausencia de setas genitales afecta
solamente el éxito de cépula y la duracién de la misma. Resultados muy similares
a éste se observaron en el trabajo de Polak y Rashed (2010) con Drosophila
bipectinata. Esta especie cuenta con un par de espinas en los l6bulos de los
cercos genitales, las cuales hacen contacto con los genitales de la hembra durante
la copula. Mediante cirugia laser, Polak y Rashed (2010) eliminaron estas espinas
en un grupo de machos y observaron que estos machos presentaron menor
probabilidad de copular comparados con machos controles; asimismo,
encontraron que la duracion de la copula tuvo un efecto ligero (no significativo) en
la cantidad de espermatozoides transferidos y un efecto significativo en la
fecundidad y la fertilidad de las hembras. Sin embargo, la presencia o ausencia de

espinas en los Iébulos no tuvo un efecto sobre la cantidad de espermatozoides
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transferidos, lo cual también esta con concordancia con los resultados que en esta

tesis se obtuvieron.

Una explicacion propuesta para los resultados obtenidos en los experimentos de
Polak y Rashed (2010) es que las espinas de los Iébulos estan sometidas a
seleccidon sexual precopulatoria y no tienen un efecto postcopulatorio. A pesar de
que tanto las espinas de D. bipectinata como las setas de M. pallidipennis son
estructuras cuya ausencia se ha generado de manera artificial y no se tiene
registro de que existan machos que naturalmente se encuentren desprovistos de
este rasgo, resulta factible que el mantenimiento de estas estructuras esté
mediado por seleccidn sexual precopulatoria. Asimismo, también resulta factible
que en el caso de M. pallidipennis, la disminucidn en la duracion de la copula de
los machos desprovistos de setas esté causada por la incapacidad del macho de
sentir adecuadamente los genitales de la hembra y no porque se esté dando un

proceso de ECH.

En el presente trabajo se observé una gran variabilidad en la duracién de la copula
y en la cantidad de espermatozoides encontrados en las espermatecas de las
hembras que copularon con machos del grupo control. Una amplia variabilidad en
la duracion de la copula ha sido observada en otros organismos como Merosargus
cingulatus (Barbosa 2011) y Ceratitis capitata (Field et al. 1999), en donde esta
variabilidad se ha asociado al grado de CE, al tamafio de las hembras o al tamafio
relativo de las hembras con respecto al macho. La duracion de la copula esta
normalmente controlada por el macho si éste es capaz de evaluar la calidad de la
hembra (e.g., Andrés y Cordero-Rivera 2000; Cdérdoba-Aguilar et al. 2009), a
menos que la hembra posea mecanismos para interrumpir la copula (e.g., van
Lieshout et al. 2014). En el caso de M. pallidipennis, no se observaron conductas
que a simple vista pudieran interpretarse como mecanismos a través de los cuales
las hembras intentaran retirar a los machos durante la cépula. Dado lo anterior, es
posible que los machos de esta especie sean capaces de evaluar la calidad de la

hembra (en funcidn del tamario, fecundidad o gravidez, por mencionar algunos) y

39



modificar la duracion de la copula (y la cantidad de espermatozoides transferidos),
lo que haria suponer la existencia de un proceso de eleccidn criptica masculina
(Bonduriansky 2001).

Las espermatecas son sitios de almacenamiento espermatico de los insectos que
liberan los espermatozoides para la fertilizacion de los huevos una vez que éstos
pasan a través del oviducto comun antes de la oviposicién (Parker 1970). Se ha
demostrado que las hembras de algunos insectos son capaces de almacenar los
espermatozoides de manera diferencial en cada una de las espermatecas (Fritz
2004; Ward 1993; Hellriegel y Bernasconi 2000) y que, a su vez, son capaces de
utilizar las espermatecas también de manera diferencial para la fertilizacion con
base en algun atributo de los machos con los que se aparean (Ward 1993;
Hellriegel y Ward 1998), lo que es un claro mecanismo de ECH. En R. prolixus se
ha observado que las espermatecas estan cubiertas por musculo estriado e
inervadas junto con el resto de los genitales internos, lo que permite que las
espermatecas tengan contracciones tanto autbnomas como coordinadas con el
oviducto comun y la vagina (Huebner 1980; Chiang y O’Donnell 2009). Esto
sugiere cierta capacidad de cada una de las espermatecas para contraerse o
relajarse de manera independiente y, por lo tanto, permitir el acceso o no de los
espermatozoides luego de la insercion del espermatéforo. En el presente trabajo
se observd que las hembras de M. pallidipennis no almacenan los
espermatozoides de manera diferencial en alguno de los lados, esto es, no
muestran preferencia por almacenar mas espermatozoides en la espermateca
derecha con respecto a la espermateca izquierda, ni viceversa. Esto, nuevamente,
sugiere la ausencia de un proceso de eleccién criptica de la hembra a nivel del
almacenamiento de los espermatozoides. Del mismo modo, el no encontrarse
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en la densidad de
espermatozoides de las espermatecas del mismo lado, sugiere que las hembras
de M. pallidipennis no son capaces de discriminar la ausencia de setas en los

machos y almacenar de manera diferencial los espermatozoides.
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Con base en lo anterior se propone que las setas genitales de los machos de M.
pallidipennis estan involucradas en la percepcion de los genitales de las hembras
para llevar a cabo el ensamble genital y la intromisién del edeago. En esta especie
no se lleva a cabo ECH sobre la presencia o ausencia de estas setas pero
probablemente éstas son mantenidas por seleccion sexual precopulatoria.
Asimismo se plantea que en esta especie existe una relacién positiva entre la
duracion de la copula y la cantidad de eyaculado transferido a las hembras y que

los machos son capaces de modular la rapidez a la cual eyaculan.
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Capitulo 3. Cortejo copulatorio

3.1. Introduccion

El cortejo copulatorio es un rasgo conductual que ha sido observado ampliamente
en diversos grupos de animales. Este puede tomar distintas formas, como
alimentar a la hembra durante la cépula, rozarla, tocarla, morderla, levantarla,
presionarla, transmitirle vibraciones corporales o producir cantos, entre otros
(Calbacho-Rosa y Peretti 2015; Eberhard 1994). De estas conductas, tocar y rozar
a las hembras en zonas especificas durante la cépula se ha registrado en una

gran cantidad de artrépodos como en las araias Psilochorus simoni (Huber 1994)

y Xenonemesia platensis (Ferretti et al. 2012). Estos toques y roces pueden tener
muy diversos efectos en las hembras. Por ejemplo, los machos de la pulga
Ceratophyllus gallinae estimulan una region particular del cuerpo de las hembras
utilizando un serie de setas ubicadas en la octava esternita, lo que trae como
consecuencia la inhibicion del movimiento de la hembra para que pueda llevarse a
cabo la copula (Humphries 1967). Por su parte, los machos de Tribolium
castaneum utilizan los tarsos de las patas para rozar los bordes de los elitros de
las hembras durante la cépula. Se ha observado que los machos que rozan los
elitros con mayor intensidad tienen un mayor éxito de fertilizacién, quizas debido a
que este estimulo induce el transporte de espermatozoides de la bursa copulatrix
a las espermatecas (Edvardsson y Arnqvist 2000). De manera similar, los machos
de Diabrotica undecimpunctata howardi rozan con sus antenas las antenas, ojos y
patas de las hembras para relajar los musculos de la bursa copulatrix y poder
insertar el espermatéforo. Ademas de tratarse de una conducta necesaria, se ha
observado que los machos que rozan con mayor intensidad tienen una mayor

probabilidad de ser aceptados (Tallamy 2002; Tallamy et al. 2003).

Los rasgos anteriormente sefialados pueden estar ligados con el modelo de

explotacion sensorial. Esto se debe a que durante la copula, la estimulacion
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provista por los machos puede tratarse de una senal por la cual las hembras
responden de una manera favorable para el macho. Este proceso se facilitaria

evolutivamente si el rasgo imita o se parece a una sefial que le brinda una ventaja

a la hembra, como en el caso de las trampas sensoriales (Eberhard 1996).

3.2. Antecedentes

El cortejo copulatorio ha sido pobremente estudiado en los triatdminos. Rojas et al
(1990) han sugerido que el giro que el macho lleva a cabo sobre la hembra antes
de adoptar la posicion dorsolateral puede ser un mecanismo a través del cual el
macho estimula a la hembra para lograr un umbral de receptividad en M. mazzottii,
sin embargo esta hipotesis tampoco ha sido probada como tal. Asimismo se ha
observado que los machos de P. geniculatus, P. megistus y M. mazzottii mueven
las antenas y llevan a cabo una serie de toques con las patas en el conexivo,
pronoto y abdomen de las hembras durante la cépula (Hase, 1932 en Rojas et al.
1990; Lima, Jurberg, y de Almeida 1986a; Rojas etal. 1990). Aunque se ha
propuesto que esta conducta puede estar asociada con la transferencia del
espermatéforo, es posible que se trate de cortejo copulatorio debido a su
semejanza con lo propuesto por Eberhard (1994). Esta conducta no ha sido
reportada en las descripciones de conducta copulatoria de especies como T.

infestans (Manrique y Lazzari 1994), T. brasiliensis (Vitta y Lorenzo 2009), M.
phyllosomus ni M. pallidipennis (Rojas y Cruz-Lopez 1992).

En observaciones preliminares de este trabajo, se observd que durante la copula
los machos de M. pallidipennis tocan y rozan el cuerpo de las hembras utilizando
sus patas en repetidas ocasiones. Una manera relativamente facil de saber si se
trata de cortejo es midiendo el éxito en la transferencia de espermatozoides
asociado a la cantidad y frecuencia con la que el macho lleva a cabo esta

conducta. Como se menciond anteriormente, este éxito es una de las variables de
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respuesta asociadas con el cortejo masculino en varias especies de insectos

(Bricefio y Eberhard 2009; Edvardsson y Arnqvist 2000).

3.3. Objetivo

El objetivo de este capitulo es determinar si los toques y roces efectuados por el

macho durante la copula son una forma de cortejo copulatorio.

3.4. Hipotesis

Los toques y roces efectuados por el macho durante la copula son una forma de

cortejo copulatorio.

3.5. Predicciones

Los machos que efectuen una mayor cantidad de toques y roces sobre la hembra
o lo hagan con mayor frecuencia tendran una mayor transferencia de

espermatozoides.

3.6. Materiales y métodos

3.6.1. Registro de los toques y roces

Para determinar la existencia de cortejo copulatorio se utilizaron los mismos
individuos y experimentos del capitulo anterior. Durante la cépula se filmaron las
parejas con una camara Canon Power Shot G9 dentro del escenario. Una vez
filmadas las parejas, los videos fueron analizados utilizando el programa iMovie
(Apple Inc.) al 50% de su velocidad normal, modificando solamente la velocidad y
el contraste de la imagen. Ademas de medir la duracién de la cépula (como ya se
ha mencionado), se midi6 la estimulacién ejercida por el macho como el numero

de veces que el macho toco o roz6 a la hembra con las patas durante la misma.
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Solamente se tomaron en cuenta los toques y roces (toques, de aqui en adelante)
llevados a cabo sobre la cabeza, torax, primer y segundo par de patas, y sobre la
porcién clara de las alas de la hembra, ya que la coloracion obscura del abdomen
de la hembra impidié observar con claridad el resto de los contactos en video. Sin
embargo, durante los experimentos se observé que la mayor parte de la
estimulacién se dio en las partes primeramente enlistadas y que en muy pocas
ocasiones se dio estimulacion en el abdomen (Fig. 3.1). Las densidades de
espermatozoides utilizadas para los analisis son las mismas que fueron utilizadas

para el capitulo anterior.

3.6.2. Analisis estadistico

Para el analisis de los resultados se llevaron a cabo pruebas paramétricas cuando
se cumplieron los supuestos estadisticos. Sin embargo, dada la limitada cantidad
de datos obtenidos en el grupo experimental, se llevaron a cabo también pruebas
no parameétricas para confirmar los resultados. Los datos fueron analizados con el
programa R 3.2.1 (R Core Team 2015).

Para evaluar la existencia de una diferencia en la cantidad de toques durante la
coépula (variable dependiente) entre tratamientos (variable independiente) se
genero un modelo lineal general (Ncontrol = 25, Nexperimentat = 10). Se aplicd una
transformacion logaritmica a los datos de toques para normalizar la distribucion de
los residuales del modelo. Luego de la transformacion se verifico la normalidad de
los residuales con una prueba de Shapiro-Wilk (W = 0.98, p = 0.700) y la

homogeneidad de varianzas con una prueba de Levene (W = 0.88, p = 0.353).

Para evaluar la relaciéon entre la duracién de la copula y la cantidad de toques
ejercidos por los machos de cada tratamiento, se calculé una regresion lineal
simple para predecir la duraciéon con base en la cantidad de toques (Ncontrol = 25,
Nexperimentat = 10). A los datos de ambas variables se les aplicd una transformacion

logaritmica para ajustar la linealidad y la distribucion de los residuales de la

45



regresion. Se verificd la normalidad de los residuales con una prueba de Shpairo-
Wilk tanto para el grupo control (W = 0.97, p = 0.542) como para el grupo
experimental (W = 0.90, p = 0.239).

Mediante un modelo lineal general se evalud la existencia de un efecto en la
duracion de la cépula incluyendo como variables predictivas la cantidad de toques,
el tratamiento y su interaccion. Se utilizaron las mismas transformaciones de los
datos llevadas a cabo en las regresiones lineales simples. No se detecté un efecto
colectivo de la cantidad de toques y del tratamiento (F(3,31) = 2.34, p = 0.092) ni
una interaccion entre las variables predictivas (t = -0.20, p = 0.844). Por esta razén
se generé un modelo mas simple en donde no se incluyd la interaccion de las
variables predictivas. Se verifico la normalidad de los residuales del modelo
mediante una prueba de Shapiro-Wilk (W = 0.93, p = 0.29) y a homogeneidad de

las varianzas mediante una prueba de Levene (W = 0.48, p = 0.492).

Para evaluar la relacion entre la densidad de espermatozoides y la cantidad de
toques ejercidos por los machos de cada tratamiento, se calculdé una regresion
lineal simple para predecir la densidad de espermatozoides con base en la
cantidad de toques (Ncontrol = 25, Nexperimentat = 10). A los datos de la cantidad de
toques se les aplicé una transformacién de raiz cuadrada (X; + 0.5) para
incrementar la linealidad. Se verificd la normalidad de los residuales con una
prueba de Shapiro-Wilk tanto al grupo control (W = 0.93, p = 0.100) como para el
grupo experimental (W = 0.97, p = 0.910).

Mediante un modelo lineal general se evalu6 la existencia de un efecto en la
densidad de espermatozoides incluyendo como variables predictivas la cantidad
de toques, el tratamiento y su interaccion. Se utilizaron las mismas
transformaciones de los datos llevadas a cabo en la regresiones lineales simples.
No se detectdé un efecto colectivo de la cantidad de toques y del tratamiento
(F(3,31) = 0.06, p = 0.980) ni una interaccién entre las variables predictivas (t =

0.22, p = 0.830). Por esta razon se generé un modelo mas simple en donde no se
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incluyo la interaccidon de las variables predictivas. Se verificd la normalidad de los
residuales del modelo mediante una prueba de Shapiro-Wilk (W = 0.94, p = 0.076)
y la homogeneidad de las varianzas con una prueba de Levene (W = 2.00, p =
0.166).

Para calcular la frecuencia de los toques se dividid la cantidad de toques que
ejercio cada macho entre la duracion de la copula y se evalud la existencia de una
diferencia entre tratamientos por medio de un modelo lineal general (Ncontroi = 25,
Nexperimentat = 10). Se aplicd una transformacion logaritmica a los datos de la
frecuencia para normalizar la distribucion de los datos del modelo. Luego de la
transformacién se verificd la normalidad de los residuales con una prueba de
Shapiro-Wilk (W = 0.99, p = 0.942) y la homogeneidad de las varianzas con una
prueba de Levene (W = 0.60, p = 0.442).

Para evaluar la relacion entre la densidad de espermatozoides y la frecuencia de
los toques ejercidos por los machos de cada tratamiento, se calculé una regresién
lineal simple para predecir la densidad de espermatozoides con base en la
frecuencia de los toques (Ncontrol = 25, Nexperimentar = 10). A los datos de la
frecuencia se les aplicdé una transformacion de raiz cuadrada para incrementar la
linealidad. Se verifico la normalidad de los residuales con una prueba de Shapiro-
Wilk tanto en el grupo control (W = 0.95, p = 0.248) como para el grupo
experimental (W = 0.97, p = 0.924).

Mediante un modelo lineal general se evalu6 la existencia de un efecto en la
densidad de espermatozoides incluyendo como variables predictivas la frecuencia
de los toques, el tratamiento y su interaccién. Se utilizaron las mismas
transformaciones de los datos llevadas a cabo en las regresiones lineales simples.
No se detectoé un efecto colectivo de la frecuencia de los toques y del tratamiento
(F(3,31) = 2.77, p = 0.845) ni una interaccién entre las variables predictivas (t =
0.45, p = 0.655). Por esta razon se generé un modelo mas simple en donde no se

incluyo la interaccion de las variables predictivas. Se verifico la normalidad de los
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residuales del modelo mediante una prueba de Shapiro-Wilk (W = 0.95, p = 0.137)
y la homogeneidad de varianzas con una prueba de Levene (W = 2.00, p = 0.166).

Figura 3.1. llustracién de las regiones corporales de las hembras donde se observaron toques

ejercidos por el macho durante la copula asumiendo que el macho adopté una posicidn dorsolateral
derecha. La intensidad del color refleja la intensidad de los toques. A, vista dorsal; B, vista ventral;

C, vista lateral.

3.7. Resultados

3.7.1. Toques

Se observé que los machos de M. pallidipennis del grupo control tocan a la
hembra con las patas 141.16 + 128.99 (datos presentados como media %
desviacién estandar) veces durante la copula y los del grupo experimental lo
hacen 88.40 + 69.26 veces. Con el modelo lineal general no se detectd una
diferencia estadisticamente significativa en la cantidad de toques entre
tratamientos (F(1,33) = 2.48, p = 0.125; Fig. 3.2).

Mediante una prueba de suma de rangos de Wilcoxon se confirmé la ausencia de

una diferencia en la cantidad de toques (W = 151, p = 0.351).
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3.7.2. Relacion entre la cantidad de toques y la duracion de la copula

Se determinaron ecuaciones no significativas de la regresion para el grupo control
(F(1,23) = 0.95, p =0.339, r* = 0.04) y para el grupo experimental (F(1,8) = 0.66, p
=0.438, r* = 0.08; Fig. 3.3).

Para confirmar las regresiones calculadas, se evalud la relacidn entre las variables
con una analisis de correlacion de Spearman. Se determiné una correlacion no
significativa para el grupo control (p = 0.11, p = 0.596) y una correlacion no

significativa para el grupo experimental (p =0.25, p = 0.491).

Mediante el modelo en donde no se incluydé la interaccion de las variables
predictivas se detectdé un efecto colectivo de las variables (F(2,32) = 3.60, p =
0.038). En este modelo se detecté que el tratamiento tuvo un efecto cercano al
valor de significancia controlado por la cantidad de toques (t = -1.99, p = 0.055) y
que la cantidad de toques no tuvieron un efecto en la duracion de la cépula

controlados por el tratamiento (t = 1.21, p = 0.234).
3.7.3. Relacion entre la cantidad de toques y la densidad de espermatozoides

Se determinaron ecuaciones no significativas de la regresion para el grupo control
(F(1,23) = 0.11, p = 0.747, r* = 0.004) y para el grupo experimental (F(1,8) = 0.007,
p =0.931, r? < 0.001; Fig. 3.4).

Para confirmar las regresiones calculadas, se evalué la relacién entre las variables
con una analisis de correlacion de Spearman. Se determind una correlacion no
significativa para el grupo control (p = -0.05, p = 0.807) y una correlacion no

significativa para el grupo experimental (p =0.03, p = 0.945).

Mediante el modelo en donde no se incluyd la interaccion de las variables

predictivas no se detecté un efecto colectivo de las variables (F(2,32) = 0.07, p =
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0.934) ni un efecto del tratamiento controlado por la cantidad de toques (t = 0.16, p
= 0.871), ni de la cantidad de toques controlada por el tratamiento (t = -0.29, p =
0.776).

3.7.4. Frecuencia de los toques

Con el modelo lineal no se detect6 una diferencia estadisticamente significativa en
a frecuencia de los toques entre los tratamientos (F(1,33) = 0.96, p = 0.942; Fig.
3.5).

Mediante una prueba de suma de rangos de Wilcoxon se confirmé la ausencia de

una diferencia en la frecuencia de los toques (W = 151, p = 0.351).

3.7.5. Relacién entre la frecuencia de los toques y la densidad de

espermatozoides

Se determinaron ecuaciones no significativas de la regresion para el grupo control
(F(1,23) = 0.67, p = 0.422, r* < 0.001) y para el grupo experimental (F(1,8) = 0.001,
p = 0.968, r* < 0.001; Fig. 3.6).

Para confirmar las regresiones calculadas, se evalué la relacién entre las variables
con una analisis de correlacion de Spearman. Se determind una correlacion no
significativa para el grupo control (p = -0.15, p = 0.469) y una correlacion no

significativa para el grupo experimental (p =-0.03, p = 0.945).

Mediante el modelo en donde no se incluyd la interaccion de las variables
predictivas no se detecté un efecto colectivo de las variables (F(2,32) = 0.31, p =
0.732) ni un efecto del tratamiento controlado por la frecuencia de los toques (t =
013, p = 0.89), ni un efecto de la frecuencia de los toques controlada por el
tratamiento (t = -0.76, p = 0.454).
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Figura 3.2. Valores predichos para el nimero de toques ejercidos por el macho) e intervalos de

confianza del 95% (barras de error) para los grupos control y experimental.
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Figura 3.3. Regresiones del numero de toques durante la cépula con transformacion logaritmica y
la duracién de la misma con transformacion logaritmica del grupo control (y = 6.28 + 0.06x) y del

grupo experimental (y = 6.18 + 0.04x).
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Figura 3.4. Regresiones de la densidad de espermatozoides y el numero de toques ejercidos por el
macho con transformacioén de raiz cuadrada del grupo control (y = 459.47 — 4.54x) y del grupo
experimental (y = 420.71 + 1.76x).
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Figura 3.5. Valores predichos para la frecuencia de los toques (toques / segundo) y sus intervalos

de confianza del 95% (barras de error) ejercida por los machos del grupo control y experimental.
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Figura 3.6. Regresién de la densidad de espermatozoides y la frecuencia de los toques (toques /
segundo) con transformacion de raiz cuadrada para el grupo control (y = 533.2 — 302.0x) y el grupo
experimental (y = 428.97 + 19.62x).

3.8. Discusion

No obstante la similitud entre los toques ejercidos por los machos de M.
pallidipennis durante la coépula y el cortejo copulatorio de otros artropodos
(Eberhard 1994), los resultados presentados en este capitulo sugieren que estos
toques o la frecuencia con que se llevan a cabo no son una forma de cortejo
copulatorio que tenga un efecto al nivel de la duracion de la copula o de la
densidad de espermatozoides transferidos. Cabe la posibilidad de que esta
conducta sea un cortejo copulatorio que tenga efectos en procesos de ECH a
otros niveles; por ejemplo en la precedencia espermatica (Edvarsson y Arnqvist
2000) o en el periodo refractario de la hembra posterior a la cépula (Alcock y

Buchmann 1985); sin embargo estas hipétesis aun necesitan ser probadas.
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Otra posibilidad es que los toques y roces sean un mecanismo a través del cual
los machos pueden ejercer eleccion criptica masculina. Los triatdbminos, como
muchos otros insectos, poseen una amplia gama de hidrocarburos cuticulares y
otros compuestos de naturaleza lipidica (Juarez y Brenner 1987; Juarez y
Blomquist 1993), que se han asociado con procesos de comunicacion
intraespecifica, reconocimiento interespecifico y seleccion sexual en diferentes
especies de insectos (Ingleby 2015). Estos compuestos presentan variabilidad
fenotipica causada por factores genéticos y ambientales, y ademas son costosos
en cuanto a su produccion, lo cual los convierte en sefales sexuales dependientes
de la condicion que pueden ser evaluados a distancia o por medio del contacto
directo entre individuos (Ingleby 2015). Se ha observado que estos hidrocarburos
cuticulares estan sometidos a seleccion sexual en especies como Drosophila
simulans (Ingleby et al. 2014), D. serrata (Blows 2002) y D. melanogaster (Lupold
et al. 2011). Por otro lado, se ha sugerido que los machos de los tefritidos son
capaces de evaluar el fenotipo y la condicién de las hembras a través de los
toques y roces que efectuan durante la cépula con diferentes partes del cuerpo
(Bricefio et al. 2011; Pérez-Staples et al. 2014). En conjunto, estas observaciones
sustentan la posibilidad de que a través de los toques efectuados durante la
copula, los machos de M. pallidipennis puedan evaluar la condicion de las
hembras por medio de los hidrocarburos cuticulares que éstas poseen y, en
consecuencia, transferir una mayor o menor cantidad de espermatozoides. De
este modo, la cantidad de toques observados en cada cépula no deberia estar
necesariamente relacionada con la cantidad de espermatozoides presentes en las
espermatecas, ya que la cantidad de toques se daria en funcién de la habilidad del
macho para detectar los compuestos cuticulares, mientras que la cantidad de
espermatozoides se daria en funcion de la cantidad y calidad de los compuestos

cuticulares que cada hembra poseyera.
Chiang et al. (1992) observaron que al estimular por medio de roces el abdomen

ventral de individuos de R. prolixus inmovilizados, tanto el corazon como la aorta

de éstos dejaron de experimentar las contracciones ritmicas que normalmente
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ocurren. Una tercera posibilidad para explicar la funcion de los toques y roces es
que éstos disminuyen la actividad visceral al inducir la relajacion de los musculos
que controlan sus contracciones. De extenderse esta relajacion hasta los
musculos de la vagina, es posible que los toques y roces efectuados durante la
copula faciliten la intromisién del edeago y la formacion del espermatéforo. Sin
embargo, de ser cierta esta hipotesis, se esperaria que los machos que tocaran
mas a las hembras tuvieran también una mayor duracion de la copula, lo cual no

corresponde con los resultados aqui presentados.
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4. Conclusiones

* Las setas genitales de los machos de M. pallidipennis son necesarias para
llevar a cabo el ensamble de los genitales y la intromision de edeago.

* Las hembras no ejercen eleccion criptica sobre la presencia o ausencia de
setas genitales masculinas.

* Existe una relacion positiva entre a duracion de la copula y la densidad de
espermatozoides transferidos.

* Los machos son capaces de modular la rapidez a la cual transfieren los
espermatozoides.

* Los toques y roces que el macho efectua sobre la hembra durante la cépula

no son una forma de cortejo copulatorio.
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