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1. RESUMEN.

En muchas especies de insectos, las hembras copulan de forma multiple durante su vida. La
teoria sugiere que lo hacen para incrementar su adecuacion por medio de las sustancias accesorias
(nutrientes, sustancias estimuladoras de la oviposicion, etc.) que el macho transfiere junto con el
esperma durante la copula.

La hembra del chapulin Sphenarium purpurascens copula frecuentemente durante su vida; sin
embargo, se conoce poco sobre los beneficios potenciales que ésto les representa. En este estudio se
evalud si las multiples copulas en S. purpurascens aumentan la fecundidad de las hembras y, como
el riesgo de competencia espermatica es alto, se valoro si los machos tienen la capacidad de detectar
cuando una hembra ha tenido copulas previas y, de acuerdo a ello, modificar su conducta.

Para determinar si las hembras se benefician por copular repetidamente y separar los
beneficios potenciales por tener multiples copulas con uno y varios machos, se realizaron dos
experimentos. En el primero, se analizaron los beneficios de copular en 6 y en 14 ocasiones con un
solo macho. En el segundo, se exploraron los beneficios de copular con uno y dos machos diferentes
bajo un numero constante de copulas. En este Gltimo caso, se evalu6 ademas la capacidad de los
machos para detectar el riesgo de competencia espermatica, basandose en las diferencias temporales
de copula y resguardo entre el primer y segundo macho en copular con una misma hembra.

Las hembras de S. purpurascens no incrementan su fecundidad (nimero y peso de los huevos)
en funcion del nimero de copulas ni del nimero de machos con los que se aparean. El incremento en
la fecundidad se da Gnicamente cuando las hembras copulan durante mas tiempo con un mismo
macho. Las multiples copulas podrian ser necesarias para asegurar la total fertilizacion de los huevos
de la hembra de este chapulin y no para la transferencia de nutrientes destinados a la produccion de
huevos como ocurre en otros ortopteros.

Bajo un escenario de riesgo de competencia espermatica, el segundo macho de S.
purpurascens en copular con una hembra previamente apareada invierte mas tiempo copulando y
resguardando que cuando la hembra es virgen: por lo que es posible que los machos sean capaces de
detectar el estatus de apareamiento de una hembra y que estas conductas sean una adaptacion para

disminuir el riesgo de competencia espermatica.



2. INTRODUCCION.

La teoria de la seleccion sexual (Darwin, 1859) explica la evolucion de caracteres fisioldgicos.
morfoldgicos y conductuales que incrementan el éxito reproductivo de los machos. por seleccion
intrasexual (competencia entre machos) y/o intersexual (eleccion femenina) (Andersson. 1994), al
promover un aumento en la frecuencia de apareamiento y en el numero de descendientes. Sin
embargo, el éxito reproductivo de las hembras no esta gobernado por el numero de apareamientos,
sino por su capacidad de almacenar esperma, por el nimero de gametos viables producidos y por la
cantidad de recursos destinados a la produccion de huevos (Bateman, 1948; Fedorka & Mousseau,
2002). No obstante, las hembras de muchas especies de insectos suelen copular frecuentemente con
diferentes machos, almacenando el esperma y separando los procesos de inseminacion y fertilizacion
en espacio y tiempo; este proceso origina una competencia espermatica entre el eyaculado de machos
diferentes por la fertilizacion de los huevos de una hembra en particular (Parker, 1970). Entre los
posibles beneficios que las hembras obtienen de copular frecuentemente estan:

a) recibir y reabastecer las reservas de esperma viable para fecundar sus dvulos. Generalmente, las
hembras de los insectos necesitan la presencia de esperma viable en el tracto reproductivo para
estimular la produccion de huevos (Arnquist & Nilsson, 2000);

b) recibir junto con el eyaculado sustancias accesorias (proteinas y sustancias gonadotropicas) que
prolongan el tiempo de almacenamiento y viabilidad del esperma; aumentan la fecundidad
(producciéon de huevos) y la fertilidad (nimero de huevos viables); reducen el tiempo de
maduracion de los huevos; y estimulan la oviposicion (ver Arnquist & Nilsson, 2000);

c) asegurar la fertilizacion, reduciendo las probabilidades de tener apareamientos con machos
estériles o de baja fertilidad (Danielsson, 1998; Fedorka & Mousseau, 2002):

d) aumentar la diversidad genética de la progenie, adquirir una base genética heredable que
incremente la adecuacion de la progenie, o bien, reducir las probabilidades de incompatibilidad
genética (Danielsson, 1998; Yasui, 1998); y

e) obtener proteccion contra la copula forzada por parte de otros machos (Hunter ¢r al.. 1993).

Ridley (1988). tras revisar un total de 70 documentos, evidencia una tendencia de las multiples
copulas a incrementar la fecundidad (32), la fertilidad (5) o ambas (17) en diversos ordenes de
insectos; aunque 10 articulos no reportan ninguna modificacion en la fecundidad (4), la fertilidad (3)

o ambas (3) y 3 manuscritos mas informan que la frecuencia de copula disminuye la fecundidad.



Algunos ortopteros que incrementan su fecundidad como resultado de las multiples copulas son
Acheta domesticus, Allonemobius socius, Gryllodes sigillatus, Gryllus bimaculatus. G. integer. G.
veletis, Truljalia hibinonis, Conocephalus nigropleurum, Requena verticalis. Chorthippus brunneus.
Eyprepocnemis plorans, Melanoplus sanguinipes 'y Zonocerus variegatus (Arnquist & Nilsson.
2000). Se ha considerado que este incremento en la fecundidad puede deberse a las sustancias
nutritivas provenientes del eyaculado. que las hembras utilizan para mejorar su condicion somatica o
para producir huevos (Castro er al., 1997). Sin embargo. aun esta por definirse si se debe realmente
al efecto nutritivo o bien a las sustancias que estimulan la oviposicion, ambas transferidas junto con
el esperma durante la copula (Vahed, 1998).

Cuando las hembras copulan con mas de un macho puede ocurrir una competencia entre el
esperma de éstos por la fertilizacion de los huevos de una hembra en particular. lo que se conoce
como competencia espermatica (Parker, 1970). Esta competencia ha sido una fuerza selectiva que ha
moldeado diversos aspectos de la reproduccion sexual, incluyendo la morfologia de los genitales. el
tamafio de los testiculos, el nimero y tamano de los espermatozoides, la calidad del eyaculaco. el
resguardo. asi como la frecuencia y duracion de la copula (Garcia-Gonzalez & Gomendio. 2004).

Cuando los niveles de competencia espermatica son altos. la duracion de la copula suele
prolongarse aun y cuando la transferencia del eyaculado se alcanza en algunos segundos o minutos
(Garcia-Gonzalez & Gomendio, 2004); ejemplo de ello son Phyvllomorpha laciniata 'y
Eyprepocnemis plorans, cuyas copulas pueden durar un promedio de 20-30 horas y > dia
respectivamente (Pardo er al., 1995). Para explicar el significado adaptativo de la copula prolongada
se ha propuesto que: a) la duracion de la copula puede aminorar la competencia con eyaculados
previos si los machos invierten mas tiempo removiendo el esperma de sus rivales (hipotesis de la
remocion del esperma; Garcia-Gonzéalez & Gomendio. 2004): b) la duracion de la copula esta bajo el
control de las hembras, mediante lo cual pueden facilitar los mecanismos de eleccion criptica
(Eberhard. 1996): ¢) la cépula puede funcionar como una forma extrema de resguardo si previene
que la hembra se aparee con otros machos antes de la oviposicion (hipotesis del resguardo durante la
copula: Garcia-Gonzalez & Gomendio. 2004): d) la duracion de la copula puede determinar la
cantidad de esperma transferido por el macho y. por tanto. una copula prolongada puede asegurar la
habilidad competitiva del eyaculado al incrementar el nimero de espermatozoides transteridos

(hipotesis de la carga de esperma: Garcia-Gonzalez & Gomendio. 2004).



Dentro de este mismo contexto, el resguardo puede reducir las probabilidades de que una
hembra acepte esperma de otros machos e incluso disminuir la receptividad sexual después de la
copula para retardar subsecuentes apareamientos (Frankino & Sakaluk, 1994). El resguardo ocurre
en gran diversidad de chapulines (Anacridium aegyptium, Locusta migratoria, Schistocerca
gregaria; Wickler & Seibt, 1985) y en algunos de ellos su duracion puede prolongarse incluso por
dias; los machos de Zonocerus elegans, por ejemplo, pueden permanecer montados sobre las
hembras por més de 15 dias (Cueva del Castillo, 2003). Generalmente, un resguardo prolongado
ocurre cuando en la poblacion existe un sesgo en la proporcion sexual hacia los machos (Muse &
Ono, 1996). Alcock (1994) agrega que la duracion de esta conducta dependera de variables
socioecologicas como: la receptividad de la hembra después de la copula; la capacidad del macho
para resistir intentos de asalto por parte de otro macho; el grado de precedencia espermatica; la
densidad de machos; la facilidad para detectar hembras apareadas; la energia invertida en el
resguardo; el riesgo de resguardar; el riesgo de perder dominio sobre el territorio; y el intervalo de
tiempo entre la copula y la oviposicion.

Debido a que la mayoria de los estudios sobre patrones de apareamiento animal se han
concentrado principalmente en los intereses del macho (p.e. Alcock, 1994; Garcia-Gonzalez &
Gomendio, 2004; Stoks et al., 1997) y han excluido la perspectiva femenina, este estudio evalu6 si
las hembras de Sphenarium purpurascens (Orthoptera: Pyrgomorphidae) obtienen beneficios por
copular repetidamente durante su vida. Los beneficios se podrian cuantificar en términos de la
cantidad y peso de los huevos producidos, pudiendo aumentar si las copulas se realizaban con
diferentes machos. Al haber multiples copulas con diferentes machos la posibilidad de competencia
espermatica se intensifica, por lo cual también se examin6 la capacidad de los machos para evaluar
el riesgo de competencia espermatica.

Los objetivos planteados en el presente trabajo fueron los siguientes:

i) Determinar si las hembras de Sphenarium purpurascens obtienen beneficios en su
fecundidad de copular repetidamente con el mismo macho.

ii) Determinar si la fecundidad aumenta cuando las hembras copulan con dos machos diferentes.

iii) Examinar la capacidad de los machos para evaluar el riesgo de competencia espermatica

cuando copulan con una hembra previamente apareada.



3. HIPOTESIS.
De los objetivos planteados se desprenden las siguientes hipotesis:

a) Entre mas copulas tengan las hembras de S. purpurascens con el mismo macho. su
fecundidad se incrementara.

b) Cuando la hembra copule con dos machos diferentes, su fecundidad se incrementara con
respecto a cuando copule con el mismo macho.

¢) El tiempo de oviposicion se reducira conforme mas copulas tenga una hembra.

d) Cuando los machos de S. purpurascens detecten un riesgo de competencia espermatica,
aumentaran la duracion de la copula y del resguardo con respecto a cuando la hembra es

virgen.

4. ESPECIE DE ESTUDIO.

Sphenarium  purpurascens Charpentier (Orthoptera: Pyrgomorphidae) es un chapulin
univoltino, paurometabolo, polifago, protandrico y con dimorfismo sexual (los machos poseen un
torax delgado y corto con respecto a las hembras; Fig. 1), muy abundante durante la temporada de
lluvias en la Reserva Ecologica del Pedregal de San Angel (Cueva del Castillo & Nufiez-Farfan,
1999: Cueva del Castillo er al., 1999; Cueva del Castillo & Nuafez-Farfan, 2002). Su ciclo de vida se
Ileva a cabo en un promedio de 252.4 + 7.7 dias y antes de alcanzar la madurez sexual atraviesa por
5 estadios ninfales (Galicia Mendoza, 2002). Las ninfas del primer estadio emergen a mediados del
mes de mayo y los primeros organismos adultos alcanzan la madurez sexual en agosto. El pico
maximo de abundancia es a mediados de octubre. después del cual el tamafio de la poblacion
disminuye hasta extinguirse a principios de enero. Las hembras ovipositan entre octubre y diciembre,
existiendo una relacion positiva entre el tamaiio del cuerpo de la hembra y el nimero de huevos que
ovipositan (fecundidad) (Cueva del Castillo, 2003).

La conducta de apareamiento de los machos de esta especie se caracteriza porque no existe
cortejo sino que acosan a las hembras para copular (Cueva del Castillo & Nuiez-Farfan. 1999). El
apareamiento se inicia con la monta de la hembra y un intento de copula. Generalmente. las hembras
responden a estos primeros intentos alzando su tercer par de patas, sacudiendo su cuerpo

repetidamente para desplazar al macho de su espalda, o bien, retrayendo el abdomen para evitar el



contacto genital. Si a pesar de estas respuestas el macho permanece montado sobre ella, la copula
toma lugar (Cueva del Castillo et al., 1999).

Se sabe que en la poblacion de S. purpurascens del Pedregal de San Angel. los machos
protandricos y de mayor tamafio son los que alcanzan el maximo éxito de apareamiento (Cueva del
Castillo & Nafiez-Farfan, 1999). Por su parte, las hembras que tienen un mayor tamafio corpcral y
que maduran sexualmente entre 20 y 30 dias después de la madurez sexual de los primeros machos,
son las que alcanzan un alto éxito de apareamiento al ser mas longevas y fecundas (Cueva del
Castillo ef al., 1999; Cueva del Castillo y Nufiez-Farfan, 2002). Los machos pueden copular un
maximo de 8 horas y, después, permanecer montados sobre las hembras hasta por 18 dias
(resguardo) (Cueva del Castillo et al, 1999). Durante el resguardo, las parejas copulan

repetidamente (Cueva del Castillo, 2003).

> Cabeza

Torax

Abdomen

Figura 1. Dimorfismo sexual en Sphenarium purpurascens. El cuerpo de la hembra (izquierda) es
mas largo y ancho que el del macho (derecha); tomado de Galicia Mendoza, D.1. 2002. Seleccion
sexual en proceso y la evolucion del dimorfismo sexual en el tamafio corporal en Sphenarium

purpurascens (Orthoptera: Pyrgomorphidae). Tesis de Licenciatura (Biologia), UNAM, pp. 10.
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5. MATERIALES Y METODOS.

De la segunda semana de agosto hasta la segunda semana de octubre de 2003, se emplearon
redes entomoldgicas de golpeo para colectar ninfas en los altimos estadios de desarrollo en tres
senderos de la Reserva Ecologica del Pedregal de San Angel, México. Estas fueron transportadas al
Laboratorio de Ecologia, Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la U.N.A.M. F.E.S.
Iztacala, y colocados en recipientes de plastico transparente de 5 litros, separados por sexo para
preservar su virginidad y considerando que en cada recipiente hubiera igual cantidad de individuos.
Los chapulines fueron criados bajo condiciones naturales de luz y alimentados ad libitum con
Cricket Chow® y agua suministrada en tubos Eppendorf sellados con algodon. Cuando los
chapulines alcanzaban el estadio adulto, éstos eran transferidos a recipientes de plastico transparente
de 5 litros marcados con la fecha en que alcanzaron este estadio, separando hembras de machos y
manteniendo igual densidad de individuos por recipiente.

Para determinar si las hembras se benefician por copular repetidamente y separar los
beneficios potenciales por tener multiples copulas con uno y varios machos, se realizaron dos
experimentos. En el primero, se analizaron los beneficios de copular repetidamente con un solo
macho, mientras que en el segundo se exploraron los beneficios de copular con dos machos
diferentes. En este ultimo objetivo, se evalué ademas la capacidad de los machos para detectar el
riesgo de competencia espermatica, basandose en las diferencias temporales de cada macho en

copular y resguardar a la hembra.

5.1 Muiltiples copulas con una pareja.

Para determinar si las hembras obtienen ventajas de copular repetidamente con el mismo
macho se establecieron dos lotes experimentales (A y B), cada uno integrado por 50 machos y 50
hembras. Diez dias después de alcanzar la madurez sexual, las hembras de ambos lotes fueron
colocadas individualmente en recipientes de plastico transparente de | litro. En cada recipiente se
introdujo un macho virgen de edad (fecha en que alcanzé el estadio adulto) y tamaiio (longitud del
fémur I11) similar a la hembra experimental. Cada 10 minutos se realizaron observaciones de barrido
(ver Martin & Bateson, 1993) para registrar si la copula tenia lugar. Para fines practicos y debido al
tiempo que estos chapulines pueden invertir copulando y resguardando (hasta 8 hrs y 18 dias

respectivamente; ver Cueva del Castillo ef al., 1999), después de la primera hora de observacion, los



registros se hicieron cada treinta minutos. A partir de estos intervalos de observaciones se estimaron
el inicio y duracion de la copula asi como la duracion del resguardo (ver Cueva del Castillo er al.,
1999). Las hembras del lote A tuvieron 6 copulas y las hembras del lote B 14 copulas con el mismo
macho; considerandose que el nimero de copulas no fuera cercano para que las diferencias (en caso
de haberlas) fueran contrastantes. Cada hembra de cada lote copuld siempre con su misma pareja,
nunca se repitié un macho para hembras diferentes. Si durante el periodo de registro la pareja no
copulaba, los individuos eran separados y, al dia siguiente, puestos juntos nuevamente para registrar
si copulaban. Si después de dos intentos la pareja no copulaba, ésta era retirada del experimento y
reemplazada por otra. Las observaciones se iniciaron siempre a las 15:00 horas y bajo las mismas
condiciones ambientales.

Después de las copulas, las hembras fueron marcadas en el abdomen con etiquetas
(Opalithplattchen, Graze Bienenzuchtgerite, Weinstadt, Alemania) y transferidas para la oviposicion
a tarros de plastico transparentes de 500 ml con 4 cm de tierra extraida de la Reserva Ecoldgica del
Pedregal de San Angel (ver Castellanos, 2001). Cada tarro se revisé diariamente en busca de
ovotecas. En todos los casos se registrd el intervalo entre la primera copula y la oviposicion. Cada
ovoteca fue disgregada y se cuantifico el niumero y el peso de todos los huevos de la ovoteca
utilizando una balanza analitica con precision de 0.0001 de gramo (Sartorius Analytic GMBH
Gottingen A200S, Alemania). Concluido el experimento, las hembras y machos de cada lote fueron
sacrificados y se les midié la longitud del fémur Il izquierdo con un vernier digital (Mitutoyo
Corp., Tokio, Japon), para confirmar mediante un andlisis de varianza (de aqui en adelante Iéase
ANOVA) que no existieran diferencias significativas en el tamafio de los individuos. Ya que las
hembras de S. purpurascens de mayor tamaino corporal producen un mayor nimero de huevos por
ovoteca (Cueva del Castillo, 2003) y que éstas prefieren aparearse con machos grandes (Cueva del
Castillo & Nuiiez Farfan, 1999), fue necesario controlar el tamafio corporal para asegurar que las
hembras tuvieran la capacidad de producir igual nimero de huevos y que el tamano de los machos
no influyera en la disposicion de las hembras para aparearse con ellos.

Para determinar si existian diferencias en la cantidad y peso de los huevos depositados asi
como en el intervalo de tiempo a la oviposicion, en funcion del numero de copulas, se realizaron
analisis de covarianza (de aqui en adelante léase ANCOVA) considerando el tiempo de copula como

covariable.



5.2 Multiples copulas con dos parejas.

Para determinar si existian diferencias en las ventajas que obtienen las hembras por copular
repetidamente con uno o diferentes machos se establecieron dos lotes experimentales; el lote C
integrado por 50 hembras y 50 machos y el lote D compuesto por 50 hembras y 100 machos. Para
ambos tratamientos, las hembras se aparearon con machos virgenes de edad (fecha en que
alcanzaron el estadio adulto) y tamafio (longitud del fémur III) similar a la hembra experimental y
entre si. Los organismos fueron colocados en el mismo tipo de recipientes que en el experimento
anterior. A las hembras del lote C se les permitié copular en 12 ocasiones con un mismo macho,
mientras que las hembras del lote D se aparearon con dos machos diferentes. En este ultimo
tratamiento, cada macho copulé 6 veces consecutivas con la hembra. De esta manera se tuvo que
cada hembra en ambos lotes copulé doce veces, nunca repitiéndose un macho para hembras
diferentes. Para la oviposicion, las hembras se trataron de la misma manera que en el experimento
anterior.

Para determinar si existian diferencias en la cantidad y peso de los huevos depositados asi
como en el intervalo de tiempo a la oviposicion, en funcion del nimero de machos, se hicieron
analisis de covarianza (de aqui en adelante léase ANCOVA) considerando al tiempo de copula como
covariable.

Para determinar si existian diferencias significativas en el tiempo de copula entre e intra-
tratamientos en funcion del nimero de machos, se recurrié a un analisis de varianza de medidas

repetidas (de aqui en adelante Iéase ANOVA de medidas repetidas).

5.3 Riesgo de competencia espermatica.

Para determinar si los machos pueden evaluar el riesgo de competencia espermatica cuando
copulan con una hembra previamente apareada con un macho diferente, se contrasto, a través de una
prueba de Wilcoxon, la duracion de la copula y del resguardo de los primeros machos en copular con
las hembras del lote D contra la duracion de la copula y del resguardo de los segundos machos en
aparearse con las mismas hembras del lote D.

Todos los datos fueron registrados de la siguiente manera: el tamaiio del fémur 1l izquierdo de

machos y hembras en milimetros, la duracion de la copula en horas, el peso de los huevos por



ovoteca en miligramos, el tiempo de oviposicion en dias y la duracion del resguardo en dias. En las

graficas de barras se establecio el promedio de la variable dependiente + el error estandar.

6. RESULTADOS.
6.1 Multiples copulas con una pareja.

El ANOVA no detecto diferencias significativas en el tamafio del fémur Il izquierdo entre las
hembras (F;. s¢) = 1.51; p = 0.23) ni entre los machos (Fy;. s = 1.1; p = 0.3) de ambos lotes
experimentales, debido a lo cual las hembras tenian la capacidad de producir el mismo namero de
huevos.

El ANCOVA no detecté diferencias significativas en el nimero (F; 555 = 0.41; p=0.52) ni en
el peso (Fy;. 55y = 0.54; p = 0.47) de los huevos ovipositados en funcion del nimero de cépulas, ya
que ambos lotes experimentales depositaron un promedio de 21 + 1.24 huevos (E.E.) con un peso de
84.81 + 6.32 mg (E.E.) (lote A; n=32)y 87.01 + 7.82 mg (E.E.) (lote B; n = 26). El tiempo total de
la copula (covariable) tampoco produjo ningun efecto sobre el nimero (Fy;. 55y = 2.47: p=0.12) ni
peso (Fy. 55 = 3.06; p = 0.086) de los huevos (Fig. 2a y b). Las hembras no aumentaron la
produccion de huevos ni el peso de los mismos copulando un mayor niimero de veces ni invirtiendo
mas tiempo en la copula.

Sustrayendo el dato de una pareja atipica (con un tiempo total de copula de 193 hrs y una
produccion de solamente 3 huevos con un peso total de 15 mg) el ANCOVA no detecta diferencias
significativas en el numero (Fy; sy = 1.16; p = 0.29) ni en el peso (F(;. 54 = 1.42; p = 0.24) de los
huevos ovipositados en funcion del nimero de copulas, ya que en promedio las hembras del lote A
(n = 32) depositaron 20.94 + 1.62 huevos (E.E.) con un peso de 84.81 + 6.32 mg (E.E.) y las del lote
B (n = 25) 22.24 + 1.88 huevos y un peso de 89.88 + 7.57 mg (E.E.). Sin embargo. el ANCOVA
detecta diferencias significativas en el namero (£, sy = 8.79; p = 0.004) y peso (F/; 5, =10.09; p =
0.002) de los huevos ovipositados en funcion del tiempo total de copula (Fig. 3a y b). Las hembras
que produjeron mas huevos no fueron aquellas que tuvieron un mayor nimero de copulas sino las
que copularon durante mas tiempo. El sustraer el dato de la pareja atipica no produjo diferencias
significativas en el tamafio del fémur Ill izquierdo entre las hembras (F/;. 55 = 1.38; p = 0.25) ni
entre los machos (/. 55)=1.37; p=0.25) de ambos lotes experimentales.

El ANCOVA detecto diferencias significativas en el intervalo de tiempo entre la primera
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ovoteca en miligramos, el tiempo de oviposicion en dias y la duracion del resguardo en dias. En las

graficas de barras se establecio el promedio de la variable dependiente + el error estandar.

6. RESULTADOS.
6.1 Multiples copulas con una pareja.

El ANOVA no detectd diferencias significativas en el tamario del fémur Il izquierdo entre las
hembras (F; 56 = 1.51; p = 0.23) ni entre los machos (F;;. sy = 1.1; p = 0.3) de ambos lotes
experimentales, debido a lo cual las hembras tenian la capacidad de producir el mismo nimero de
huevos.

El ANCOVA no detect6 diferencias significativas en el namero (F;; 55y = 0.41: p = 0.52) ni en
el peso (Fy;. 55 = 0.54; p = 0.47) de los huevos ovipositados en funcion del numero de cépulas, ya
que ambos lotes experimentales depositaron un promedio de 21 + 1.24 huevos (E.E.) con un peso de
84.81 + 6.32 mg (E.E.) (lote A; n=32) y 87.01 + 7.82 mg (E.E.) (lote B; n = 26). El tiempo total de
la copula (covariable) tampoco produjo ningin efecto sobre el numero (£, 555 = 2.47; p = 0.12) ni
peso (Fy. ss5) = 3.06; p = 0.086) de los huevos (Fig. 2a y b). Las hembras no aumentaron la
produccion de huevos ni el peso de los mismos copulando un mayor niimero de veces ni invirtiendo
mas tiempo en la copula.

Sustrayendo el dato de una pareja atipica (con un tiempo total de copula de 193 hrs y una
produccion de solamente 3 huevos con un peso total de 15 mg) el ANCOVA no detecta diferencias
significativas en el namero (Fy;. sy = 1.16; p = 0.29) ni en el peso (£, 54 = 1.42; p = 0.24) de los
huevos ovipositados en funcién del nimero de copulas, ya que en promedio las hembras del lote A
(n = 32) depositaron 20.94 + 1.62 huevos (E.E.) con un peso de 84.81 + 6.32 mg (E.E.) y las del lote
B (n = 25) 22.24 + 1.88 huevos y un peso de 89.88 + 7.57 mg (E.E.). Sin embargo. el ANCOVA
detecta diferencias significativas en el nimero (F}; 55 = 8.79; p = 0.004) y peso (£}, 5= 10.09; p =
0.002) de los huevos ovipositados en funcion del tiempo total de copula (Fig. 3a y b). Las hembras
que produjeron mas huevos no fueron aquellas que tuvieron un mayor nimero de cépulas sino las
que copularon durante mas tiempo. El sustraer el dato de la pareja atipica no produjo diferencias
significativas en el tamafio del fémur Il izquierdo entre las hembras (F;. 55 = 1.38; p = 0.25) ni
entre los machos (F};. 55y = 1.37; p = 0.25) de ambos lotes experimentales.

El ANCOVA detectd diferencias significativas en el intervalo de tiempo entre la primera
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copula y la oviposicion en funcion del nimero de copulas (F; 55y = 7.80; p = 0.007) (Fig. 4). Las
hembras que tuvieron mayor cantidad de copulas aumentaron el intervalo de tiempo entre la primera

copula y la oviposicion.

6.2 Multiples copulas con dos parejas.

El ANOVA no detecto diferencias significativas en el tamafio del fémur Il izquierdo entre las
hembras (F;;. 45y = 0.51; p = 0.48) ni entre los machos (F,. 7;) = 2.1; p = 0.13) de ambos lotes
experimentales ni entre los dos machos apareados con una misma hembra (F; 45 = 0.28: p = 0.60),
debido a lo cual las hembras tenian la capacidad de producir el mismo niimero de huevos.

Se encontro6 una relacion directa significativa entre el nimero (<, 47 = 11.88; p = 0.001; Fig.
5a)y peso (F;. 47 =17.95; p=0.007; Fig. 5b) de los huevos ovipositados y el nimero de machos. Las
hembras apareadas con dos machos depositaron menos huevos (16 + 1.49 huevos (E.E.)) y mas
ligeros (68.8 + 7.17 mg (E.E.)) que las apareadas con un solo macho (23 + 1.88 huevos (E.E.); peso
92.67 + 7.16 mg (E.E.)).

El andlisis de varianza de medidas repetidas indicé que existen diferencias significativas en el
tiempo de copula (F,. 45y = 8.57; p = 0.005; Fig. 6) en funcion del nimero de machos: las hembras
que copularon con dos machos diferentes invirtieron mas tiempo copulando. También hubo
diferencias significativas entre el tiempo de copula de cada evento de copula (Fy;; 525, = 2.94: p =
0.0009; Fig. 7), existiendo una considerable variacion intraespecifica en el tiempo que los machos
invierten en cada copula.

El ANCOVA no detectd diferencias significativas en el intervalo de tiempo entre la primera
copula y la oviposicion en funcion del nimero de machos (F;. 47 = 0.096 ; p = 0.7573). pero si en
funcion del tiempo de copula (covariable) (Fy;. 47 = 4.03; p = 0.050; Fig. 8). El periodo de tiempo
entre la primera copula y la oviposicion se prolonga, cuanto mas tiempo invierte una pareja

copulando.

6.3 Riesgo de competencia espermaitica.
Se encontraron diferencias significativas en el tiempo de copula (Prueba de Wilcoxon N = 24;
T=58; Z=2.63; p=0.009; Fig. 9a) y en el tiempo de resguardo (Prueba de Wilcoxon N =24; T =
36; Z = 2.94; p = 0.003; Fig. 9b) de dos machos apareados con una misma hembra. El segundo

macho en copular invierte mas tiempo copulando y resguardando a la hembra.
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7. DISCUSION.
7.1 Beneficios de las multiples copulas sobre la fecundidad.

En hembras de S. purpurascens apareadas con un mismo macho y con diferente nimero de
copulas, no existen diferencias significativas en la produccion de huevos (nimero y peso). Esto
contrasta marcadamente con el patron que exhiben los chapulines Chorthippus brunneus (Butlin et
al., 1987) y Eyprepocnemis plorans (Pardo et al., 1995), donde copular frecuentemente incrementa
la produccion de huevos como consecuencia de la transferencia de nutrientes en el eyaculado. Varios
factores podrian explicar la ausencia de algin efecto de las copulas repetitivas sobre la fecundidad
en S. purpurascens. Primero, podria ser que la contribucion nutricional del macho a los huevos sea
de poca importancia en relacion al total de nutrientes que la hembra puede obtener directamente del
alimento; por lo que quizas las multiples copulas sean necesarias pero para asegurar la total
fertilizacion de los huevos de una hembra, como ha sido reportado en el chapulin Chorthippus
parallelus (Reinhardt et al., 1999). Segundo, existe evidencia en chapulines de que la cantidad de
nutrientes derivados del eyaculado y su beneficio sobre la adecuacion femenina es dependiente de la
dieta (ver Branson, 2003; Butlin et al., 1987; Joern & Behmer, 1997); en este estudio las hembras
fueron alimentadas ad libitum y no se monitored el tiempo o calidad del ultimo evento alimenticio
antes de la copula, por lo que los efectos de la contribucion masculina a la fecundidad pudieron
verse enmascarados por la alimentacion de las hembras. Tercero, podria resultar que el aporte
nutricional del macho sirva exclusivamente para el mantenimiento somatico de la hembra y no para
la produccion de huevos, como ocurre en Locusta migratoria (Castro et al., 1997).

El nimero de cépulas no tuvo un efecto positivo sobre la fecundidad de S. purpurascens pero
si la tuvo la covariable (el tiempo de copula), indicando que a las hembras de este ortoptero no les
resulta beneficioso copular con el mismo macho en varias ocasiones sino copular con él durante mas
tiempo, pues al incrementar el tiempo de cépula aumenta la produccion de huevos (numero y peso).
Esto se podria explicar considerando el patréon de transferencia del espermatoforo (paquete de
esperma y otros materiales) en otros chapulines. En Melanoplus differentialis (Hinn & Niedzlek-
Feaver, 2001) y Anacridium aegyptium (Fedorov, 1927) la transferencia del eyaculado depende del
tiempo total que invierten copulando, existiendo un incremento en el nimero de espermatéforos
transferidos cuando se prolonga la duracion de la copula. En Eyprepocnemis plorans también existe
una relacion entre la duracion de la copula y la cantidad de eyaculado transferido, reportandose un
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incremento en la produccion de huevos cuanto mas se prolonga la copula (Pardo ¢r al.. 1995). Podria
ser que en S. purpurascens ocurriera algo similar, que el tiempo de copula tenga un efecto positivo
sobre la fecundidad debido al periodo que el macho tarda en transferir suficiente cantidad de
eyaculado para la produccion de huevos.

Para las hembras de S. purpurascens tampoco resulta beneficioso tener maltiples copulas con
machos diferentes, ya que la produccion de huevos (nimero y peso) se reduce cuando las hembras
copulan con dos machos a cuando copulan con uno solo. Esto contrasta nuevamente con lo que
ocurre en ciertos grillos y chapulines (Melanoplus bilituratus. Chorthippus brunneus,
Eyprepocnemis plorans, Gryllus bimaculatus, G. veletis y Acheta domesticus; Vahed. 1998), donde
copular repetidamente con diferentes machos incrementa significativamente la produccion de
huevos. Que la fecundidad en S. purpurascens disminuya cuando la hembra copula con machos
diferentes podria explicarse considerando que el primer macho de S. purpurascens en copular con
una hembra virgen tiene un alto coeficiente de paternidad, por lo que invierte una menor cantidad de
esperma, destinado a fecundar los huevos, y una mayor cantidad de recursos para beneficiar la
produccion de huevos. En contraste, el segundo macho en copular con esa hembra no tendra el
mismo coeficiente de seguridad de la paternidad, por lo que quizas invierte mas esperma, que le
permita competir por la fecundaciéon de los huevos, pero menos recursos, para minimizar la
probabilidad de que éstos sean utilizados para beneficiar los huevos de otro macho. Esto seria
consistente con el patron que exhibe Requena verticalis (Bateman et al., 2001); cuando los machos
detectan a una hembra vieja, previamente apareada y que les ofrece un bajo coeficiente de
paternidad, producen grandes cantidades de esperma y reducen la inversion en recursos destinada a
la produccion de huevos.

Lo anterior podria también explicar por qué las hembras de S. purpurascens apareadas con dos
machos tardaron mas tiempo copulando que las hembras apareadas con un solo macho. Podria ser
que los segundos machos de S. pururascens en copular con una hembra tengan la capacidad de
detectar que ésta ha tenido copulas previas, por lo que la copula prolongada podria funcionar como
una estrategia para maximizar el nimero de esperma transferido y aumentar la habilidad competitiva
de su eyaculado sobre la del rival (“hipotesis de la carga de esperma™), como ocurre en ciertos
heterdpteros (Phyllomorpha laciniata, Garcia Gonzéalez & Gomendio. 2004), lepidopteros (Pieris

rapae, P. brassicae, Aporia crataegi, Bissoonsath & Wiklund. 1996) y otros ortopteros
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(Eyprepocnemis plorans, Pardo et al., 1995; Melanoplus differentialis. Hinn & Niedzlek-Feaver.
2001; y Dichromorpha viridis, Zhu & Tanaka, 2002). En esa misma linea. las diferencias
intraespecificas en la duracion de los eventos de coépula de S. purpurascens podrian deberse a la
variacion en la habilidad de los machos para producir y transferir el eyaculado. en proporcion y
tamarfio necesarios para la fertilizacion de los huevos de una hembra. como esta documentado para
Melanoplus spp. (Hinn & Niedzlek-Feaver, 2001).

Por otro lado, el lapso de tiempo entre la primera copula y la oviposicion se alarga en funcién
del nimero de copulas y del tiempo de copula. Las hembras de S. purpurascens apareadas con un
macho tuvieron diferencias significativas en el intervalo de tiempo entre la primera copula y la
oviposicion en funcion del nimero de cépulas. En contraste, las hembras de S. purpurascens
apareadas con uno y dos machos, no tuvieron diferencias en el intervalo de oviposicion en funcion
del nimero de machos sino con la covariable (tiempo de copula). Ello indica que el tiempo de
oviposicion en las hembras de este ortptero se ve afectado tanto por el niumero de copulas como por
la duracion de éstas. Ello simplemente sugiere que entre mas copulas tengan o mas prolongadas

resulten éstas, mas tiempo tardara la hembra en ovipositar.

7.2 Riesgo de competencia espermdtica.

Bajo un escenario de riesgo de competencia espermatica, el segundo macho de S.
purpurascens en copular con una hembra previamente apareada invierte mas tiempo copulando y
resguardando que cuando la hembra es virgen. Las diferencias en la duracion de la copula y del
resguardo entre los primeros y segundos machos podrian estar indicando que este ortoptero es capaz
de detectar el estatus de apareamiento de una hembra y actuar en consecuencia. como ocurre en el
chapulin Dichromorpha viridis (Zhu & Tanaka. 2002) y en el tetigonido Requena verticalis
(Bateman er al., 2001). Mas aun, la variacion en ambas conductas podria explicarse como una
adaptacion para disminuir el riesgo de competencia espermatica, si el resguardo y la copula
prolongada (viéndola, por un lado, como una forma de resguardo extremo en la que el macho actua
como un tapon sexual que bloquea el area genital de la hembra [Alcock, 1994] y, por el otro, como
una via para maximizar la transferencia de eyaculado) evitan que la hembra copule con otros machos
antes de la oviposicion (Alcock, 1994) e incrementan la proporcion de progenie fertilizada por este

macho (“valor de P,”; Danielsson, 1998).
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La duracion de la copula en S. purpurascens, bajo un escenario de competencia espermatica,
puede compararse con la del chapulin Eyprepocnemis plorans (Pardo et al.. 1995). donde esta
comprobado que la copula prolongada funciona como una forma de resguardo y para transferir una
mayor cantidad de eyaculado. Con ello, los machos de este ortdptero reducen la competencia
espermatica y aumentan la seguridad sobre la paternidad, a tal grado que P; tiene un valor promedio
del 90%. La principal diferencia entre éste y S. purpurascens seria que E. plorans no despliega
conducta de resguardo post-copula y que durante la cépula los machos transfieren nutrientes que
incrementan la fecundidad de las hembras.

En cuanto al resguardo post-copula, esta conducta ha sido reportada en diversos 6rdenes de
insectos (ver Alcock, 1994) como una estrategia de los machos para abatir la competencia
espermatica. Sin embargo, la duracion del resguardo en S. purpurascens sélo es comparable con la
del pirgomorfido Zonocerus elegans, quien también permanece en resguardo post-copula por mas de
15 dias para evitar que la hembra copule con otros machos (Wickler & Seibt. 1985). Si
consideramos que en condiciones naturales la duracion del resguardo en S. purpurascens guarda una
relacion positiva con la historia reproductiva de la hembra (las hembras con cépulas previas son
resguardadas por mas tiempo) y con el periodo de la temporada reproductiva (la maxima duracion
del resguardo se presenta a mitad de la temporada reproductiva, cuando existen pocas hembras
disponibles y un gran potencial de rivales) (ver Cueva del Castillo, 2003). es muy posible que los
machos de S. purpurascens estén utilizando el resguardo para abatir el riesgo de competencia
espermatica. Aunque esta conducta también podria explicarse en otros sentidos. Primero. que la
ocurrencia del resguardo sea ventajosa para las hembras en cuanto a que, por un lado. les evita estar
constantemente rechazando machos que intentan copular con ellas y. por el otro. aseguran la total
fertilizacion de sus huevos al copular con el macho que las resguarda en varias ocasiones.
reabasteciendo sus reservas de esperma en cualquier momento sin la necesidad de buscar un macho
con quién aparearse. Segundo, que la duracion del resguardo sea un rasgo distintivo de la familia
Pyrgomorphidae, como ya lo ha plateado Cueva del Castillo (2003). Sin embargo es necesario
realizar mas experimentos que ayuden a comprobar cudl es la explicacion mds plausible para la

ocurrencia de esta conducta en esta especie.
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7.3 Futuras lineas de investigacion.

Debido a la cantidad de informacion que falta por conocer sobre S. purpufusccns. no es
posible concluir en definitiva varios aspectos sobre los efectos que las multiples copulas tienen sobre
la fecundidad. Por ello es necesario continuar con la investigacion y brindar mas informacion
detallada sobre su fisiologia y su reproduccion. Seria un gran complemento para este trabajo realizar
experimentos que permitan conocer desde los componentes basicos del eyaculado y sus patrones de
transferencia, hasta como la hembra almacena y utiliza el eyaculado para la produccion de huevos, el
mantenimiento somatico o para asegurar la fertilidad. También seria interesante plantear
experimentos sobre los patrones de paternidad y precedencia espermatica asi como otros ensayos que
evidencien la influencia de la competencia espermatica en el uso del esperma y en el
comportamiento de los sexos.

La introduccién de nuevas ideas sobre como las hembras pueden influenciar los procesos de
copula y post-copula ha planteado otra perspectiva de la problematica. Existe escasa evidencia sobre
temas como la eleccion criptica femenina, debido a la dificultad para diferenciar entre la
manipulacion por parte del macho y la eleccion criptica de la hembra, pero es necesario hacer mas
investigacion empirica en esta area y con este insecto. Quizas los resultados que se obtengan de
dichas investigaciones lleven a la re-evaluacion de algunos procesos hasta ahora aceptados como
controlados absolutamente por el macho. En S. purpurascens persisten muchas preguntas sobre este
tema en particular. Por ejemplo, ;jpueden las hembras pautar el inicio, duracion y término de la
copula y el resguardo?, ;por qué las hembras no evitan el resguardo post-copula. si al llevar al
macho sobre su espalda pagan un costo energético?, ;cudles son los mecanismos de eleccion criptica

utilizados en esta especie? Quizas se sabra en el futuro...
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