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“Nothing in Biology makes sense except in the light of Evolution”
T. Dobzhansky

“The Road goes ever on and on

Down from the door where it began.
Now far ahead the Road has gone,
And | must follow, if | can,

Pursuing it with eager feet,

Until it joins some larger way

Where many paths and errands meet.
And whither then? | cannot say”
J.R.R.Tolkien
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1. RESUMEN
La defensa contra los patdgenos ha resultado en la evolucion de distintas disyuntivas
de historias de vida entre ésta ultima y otros componentes de la adecuacion, como la
reproduccién y la supervivencia, que pueden diferir entre sexos y entre especies. Las
disyuntivas ocurren en términos de asignacion de recursos limitados o por cambios de
funcién en las moléculas. Por ejemplo, los recursos energéticos pueden ser asignados
a activar el sistema inmune, lo cual puede involucrar una respuesta febril, 0 a escapar
rapidamente de depredadores. Las moléculas pigmentarias pueden asistir al sistema
inmune como antioxidantes o alternativamente indicar el estatus total de
antioxidantes no pigmentarios, o pueden producir la coloracion de las sefiales
sexuales dependientes de la condicion. En este trabajo retamos el sistema inmune de
Sceloporus grammicus, un ectotermo, con un antigeno bacteriano (lipolisacarido-LPS)
para investigar si la activaciéon del sistema inmune: (1) causa una respuesta febril
(elevacién de la temperatura corporal promedio), (2) compromete la coloracion
(reflectancia total, tono y croma) de ornamentos ventrales sexuales secundarios, y/o
(3) compromete el desempeiio locomotor (velocidad maxima y velocidad sostenida).
En individuos de ambos sexos, el reto inmune no tuvo efecto sobre ninguno de los
rasgos ligados a la adecuacién medidos en este estudio. Los resultados sugieren que
las lagartijas no presentaron disyuntivas, quiza porque los individuos que utilizamos
habitan una regidn altitudinal con las condiciones térmicas adecuadas que permiten
simultdneamente activar una respuesta inmune, sin desviar recursos de la coloracion
o el desempefio locomotor. Alternativamente, si la poblacién de origen de las

lagartijas utilizadas en este estudio tiene tasas de mortalidad altas, es probable que las



lagartijas hayan priorizado la asignacion de recursos hacia la reproducciéon inmediata
y no hacia el sistema inmune, lo que tendria consecuencias negativas en su
supervivencia futura. No podemos descartar la posibilidad de que las lagartijas si
montaron una respuesta inmune, pero que ésta tltima no compromete los rasgos
medidos en este estudio. En resumen, este estudio nos muestra que en organismos
ectotermos los compromisos entre la inversidn en una respuesta inmune y otros
rasgos ligados a la adecuacion no son una generalidad, como sucede en endotermos;
posiblemente debido a que en ectotermos los compromisos estén mediados por otros

factores extrinsecos (e.g. ambientales o geograficos).



2. ABSTRACT
Defense against pathogens has resulted in the evolution of different life history trade-
offs between the latter and other fitness components, such as reproduction and
survival, that may differ between sexes, and among species. Trade-offs are due to
allocation of limited resources or to changes in molecule’s function. For example,
energy resources can be assigned to either activate an immune response, which can
involve a febrile response, or to display a quick behavioural response to escape from
predators. Pigment molecules may assist immune system regulation as antioxidants,
or alternatively, indicate the total status of the non-pigmentary antioxidants, or may
produce the coloration of condition dependent sexual signals. In this work, we
immune challenged male and female lizards, Sceloporus grammicus, an ectothermic,
with a bacterial antigen (lipopolysacharide -LPS-) to explore whether the activation of
the immune system: (1) causes a fever response (elevation of the mean body
temperature), (2) compromises coloration (brightness, hue and chroma) of secondary
sexual ventral ornaments, and/or (3) compromises locomotor performance
(maximum sprint speed and sustained speed). The immune challenge had no effect on
any of fitness components measured in this study, in males and females. The results
suggest that lizards in this study did not exhibit the expected trade-offs, probably
because they inhabit a specific altitudinal region that has the required thermal
resources for enhancing an immune response without diverting resources from
coloration or locomotor performance. Alternatively, if the lizards used in this study
have high mortality rates and thus their reproduction is limited to one or a few

breeding events, then probably lizards may prioritize immediate reproduction over
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their immune system, and thus their later survival. We cannot discount the possibility
that lizards did elicit an immune response, but that the latter do not compromise the
fitness related traits we examined in this work. Collectively, this study shows that in
ectotherms organisms, trade-offs between the investment in an immune response and
other fitness related traits are not a generality, as it happens in endotherms; possibly
because in ectotherms trade-offs are mediated by other extrinsic factors (e.g.

environmental and geographic).
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3. INTRODUCCION

3. 1. Historias de Vida, Respuesta Inmune y sus Disyuntivas

La historia de vida de un organismo abarca desde su nacimiento hasta su muerte, por lo
que describe los rasgos de su crecimiento, maduracion, reproduccion y supervivencia
(Stearns 1992; Flatt y Heyland 2011). De acuerdo a la teoria clasica de historias de vida, los
rasgos de historia de vida son caracteristicas demograficas como la edad, el tamafioy la
edad a la madurez sexual, el nimero de descendientes, el esfuerzo reproductivo, entre
otros (Stearns 1992; Flatt y Heyland 2011). Actualmente, hay otras funciones fisioldgicas,
como la inmunidad, que se consideran también rasgos de historias de vida, junto con las
funciones cldsicas como el crecimiento y la reproduccién (Sheldon y Verhulst 1996; Norris
y Evans 2000; Zuk y Stoehr 2002; Scmid-Hempel 2003; Ruiz et al. 2009; Most et al. 2011;
Zamora-Camacho et al. 2015; Husak et al. 2016).

Debido ala gran presidn que los parasitos ejercen sobre los organismos de los
cuales dependen, la seleccion ha favorecido una gran variedad de respuestas de defensa
comprendidas en la funcidon inmune (Sheldon y Verhulst 1996; Bailey et al. 2012). En los
ultimos anos los inmundlogos evolutivos han estudiado cémo los parasitos han influido el
comportamiento, metabolismo, éxito reproductivo e incluso la supervivencia de sus
huéspedes desde hace mas de 600 millones de afios, aproximadamente cuando surgio la
multicelularidad, hasta nuestros dias (Schmid-Hempel 2011, Bailey et al. 2012). Sin
embargo, la inversion individual en la defensa contra patégenos, podria tener efectos
negativos en otras funciones de historia de vida, como la supervivencia y la reproduccién,

proceso que se conoce como disyuntiva o compromiso de historia de vida (Sheldon y
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Verhulst 1996, Schmidt-Hempel). Es por lo anterior que la inmunidad constituye un factor
importante que moldea las historias de vida de los organismos.

De acuerdo a la teoria de historias de vida, los rasgos de historia de vida no son
independientes unos de otros, sino que interactuan entre si a través de disyuntivas o
compromisos (Stearns 1992; Flatt y Heyland 2011). Tradicionalmente, las disyuntivas se
han estudiado en términos de asignacion de recursos limitados (e.g. recursos energéticos,
nutricionales; Stearns 1992; Flatt y Heyland 2011). Es decir, los recursos asignados a un
rasgo de historia de vida ya no podran ser utilizados por otros rasgos de historia de vida
debido a limitaciones intrinsecas de los organismos, resultando en costos o efectos
negativos sobre otros rasgos que utilizan los mismos recursos (Stearns 1992; Flatt y
Heyland 2011). Por ejemplo, la energia que requiere una respuesta inmune, ya no podra
ser utilizada por otras funciones que optimizan la adecuacion, como la supervivencia (ver
ejemplo en: Zamora-Camacho et al. 2015). Sin embargo, en los Gltimos anos se ha
reconocido que ademas de los compromisos energéticos, otro tipo de compromiso, lo
cuales se estudian en términos de la funcidon multiple o actividad de algunas moléculas
(e.g. componentes del sistema inmune, antioxidantes, hormonas) (Zera y Harshman 2001;
Monaghan et al. 2009; Schmid-Hempel 2011). Es decir, cuando la funcién o actividad de
una molécula en un rasgo de historia de vida puede traer efectos negativos sobre otros
rasgos de historia de vida (Zera y Harshman 2001; Monaghan et al. 2009; Schmid-Hempel
2011). Por ejemplo, los organismos aerdbicos son capaces de utilizar el oxigeno para
realizar procesos bioldgicos, como la respiracion. Sin embargo, dichos procesos producen

sustancias reactivas que causan dafios en distintas partes del cuerpo de los organismos,
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que los organismos también tienen que prevenir, que es lo que se conoce como el estrés
oxidante (Monaghan et al. 2009). En ambos casos, los costos asociados al beneficio de
maximizar algun rasgo de historia de vida, ya sea mediante la asignacion diferencial de
recursos o la activacion de alguna funcién que perjudique otros rasgos (Stearns 1992).

La respuesta inmune se compone de una respuesta inmune innata y la respuesta
inmune adaptativa, ambas costosas para los organismos. La respuesta inmune innata es la
primera linea de defensa cuando hay reconocimiento de patégenos y es costosa en
términos de moléculas y células como péptidos antimicrobianos y lisosomas, asi como de
citoquinas y energia para producir respuestas inmunes basicas como por ejemplo, la
respuesta febril (Zimmerman et al. 2010; Schmid-Hempel 2011). Por otro lado, la
respuesta inmune adaptativa tarda dias o semanas en activarse por completo y requiere
de una exposicion previa al antigeno, asi como de linfocitos y anticuerpos (Zimmerman et
al. 2010; Schmid-Hempel 2011). Por lo tanto, utilizar recursos energéticos o funciones
moleculares para activar una respuesta inmune podria comprometer la disponibilidad de
estos recursos o moléculas para otras funciones vinculadas con diferentes componentes
de la adecuacidn como el crecimiento, la reproduccién o la supervivencia (Sheldon y
Verhulst 1996).

A nivel individual, existe variacidon en cuanto se invierte en activar una respuesta
inmune, y desde una perspectiva de historias de vida esta variacidén podria ser resultado
del balance costo/beneficio para un individuo de montar una respuesta inmune (Schmid-
Hempel 2011). Entre las variables que podrian influir la interaccién pardsito-huésped, y

por lo tanto el balance costo/beneficio de montar una respuesta inmune estan: el estatus
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del huésped (e.g., condicidn, estado reproductivo, edad, sexo, disponibilidad de recursos),
la amenaza que representa el parasito (e.g., virulencia, carga parasitaria) y las
caracteristicas del ambiente (como la temperatura, especialmente en ectotermos;
Schmid-Hempel 2011).

Para estudiar cuanto le cuesta a los individuos activar la respuesta inmune existen
dos aproximaciones. La primera aproximacion es retar el sistema inmune con alguna
sustancia que active una respuesta y posteriormente se mide si hay efecto sobre distintos
rasgos de historia de vida (Scmid-Hempel 2011). En estudios que utilizan esta
aproximacion, el lipopolisacarido (LPS) de la pared celular de bacterias Gram-negativas es
uno de los inmunogénicos mas exitosos en lagartijas (Tabla 1) y otros reptiles, como
tortugas (lbafez et al. 2014) y serpientes (Todd et al. 2016). De los estudios en los que se
ha utilizado un reto inmune con LPS en lagartijas, en diez de once estudios se han
encontrado costos o disyuntivas con otros componentes importantes para la adecuacion
(Tabla 1). Una de las ventajas de utilizar LPS es que activa varias células del sistema
inmune de manera no especifica, asi como anticuerpos especificos de LPS, pero sin
consecuencias patolégicas en el huésped (Schmid-Hempel 2011).

En la segunda aproximacion, el procedimiento es invertido: se manipula alguin
rasgo de historia de vida del huésped y posteriormente se cuantifican los efectos en
distintos pardmetros del sistema inmune (Schmid-Hempel 2011). Por ejemplo, French et
al. (2007a,b) documentaron inmunosupresion (menor habilidad para sanar heridas) en
hembras de la lagartija Urosaurus ornatus cuando se estimuld experimentalmente la

vitelogénesis, y por tanto, su inversidn reproductiva, bajo condiciones de baja
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disponibilidad de alimentos. Ambas aproximaciones sugieren que, en general, montar una
respuesta inmune puede ser costoso, debido a que compromete otros componentes
ligados a la adecuacién, como la termorregulacion, el esfuerzo reproductivo, el
crecimiento, la coloracidn, secreciones quimicas, los niveles antioxidantes, el desempefio
locomotor, el uso de refugio, entre otros (ver ejemplos en: Tabla 1; French et al. 2007a,b).

En este trabajo investigamos en la lagartija Sceloporus grammicus si durante la
época reproductiva, activar experimentalmente una respuesta inmune mediante la
inyeccion de lipopolisacarido (LPS) de Escherichia coli: (1) causa una respuesta febril
(como parte de una respuesta inmune), (2) compromete la inversién hacia la
supervivencia via el desempeno locomotor, (3) compromete la inversion hacia la
reproduccion via coloracion y (4) si éstas disyuntivas difieren entre machos y hembras.

En las proximas secciones, explicaré mas a fondo en qué consisten la fiebre, el
desempefio locomotory la coloracion en reptiles, especialmente en lagartijas, y los costos
gue estds funciones ligadas a la adecuacion tienen, para entender las disyuntivas

fisioldgicas que subyacen a nuestras predicciones.
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Tabla 1. Estudios en lagartijas donde miden efectos de activar la respuesta inmune con LPS sobre otros
componentes ligados a la adecuacion.

Especie

Iguana
iguana

Ctenophorus
fordi

Anolis
carolinensis

Podarcis
hispanica

Podarcis
hispanica
Ctenophorus
pictus
Psammodromus
algirus

Psammodromus

algirus

Podarcis
liolepis

Psammodromus
algirus

Uta
stansburiana

Disyuntivas entre
sistema inmune y
Termorregulacion

Esfuerzo reproductivo
y crecimiento y
termorregulacion de
las crias
Termorregulacion

Coloracién

Secreciones quimicas
Estrés oxidativo

Desempefio
locomotor

Termorregulacion

Uso de refugioy
termorregulacion

Coloracién

Condiciony
metabolismo

Efecto LPS

Indujo fibre en lagartijas con mayo masa
corporal; mientras que indujo hipotermia en
lagartijas con menor masa corporal.
Disminuyd la masa de los huevos y las crias
prefirieron temperaturas mas altas y
crecieron mas lento.

Indujo hipotermia durante la noche por 3
dias post-tratamiento; mientras que indujo
hipotermia durante el dia sélo durante el
primer dia post-tratamiento.

Disminuyd la proporcion de pigmentos
amarillos y croma amarillo de la coloracién
sexual ventral de machos.

Disminuyd las secreciones femorales
guimicas utilizadas en contexto sexual.
Aumenté niveles pro-oxidantes y disminuyé
niveles antioxidantes.

Disminuyd velocidad maxima de machos, y
no asi de hembras.

Indujo hipotermia en individuos de bajas
altitudes; mientras que no indujo respuestas
termorregulatorias en individuos de
ambientes montafiosos.

Disminuyd el tiempo que pasan los machos
en refugios después de un ataque simulado
de depredador, lo que aumentd el tiempo
gue pasan termorregulando a la vista de
depredadores.

Disminuyé el croma rojo de la coloracién
sexual de poblaciones parasitadas con
garrapatas; mientras que disminuyé el area
superficial de la coloracion de poblaciones
no parasitadas.

No hubo efecto sobre la masa corporal ni
sobre la tasa metabdlica.
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al. (2008)

Lépez et al.
(2009a)

Lopez et al.
(2009b)
Tobler et al.
(2015)
Zamora-
Camacho et
al. (2015)
Zamora-
Camacho et
al. (2016)

Iglesias-
Carrasco et al.
(2016)

Garrido-
Llanos et al.
(2017)

Smith et al.
(2017)

LPS x lipopolisacarido de la pared celular de bacterias Gram-negativas
Nota x Los estudios enlistados utilizan LPS a partir de que experimentalmente se ha medido que el sistema
inmune se activa después de un reto inmune en lagartijas (Saad y El Deeb 1990; Mondal y Rai 2001; Mondal
y Rai 2002; Brace et al. 2015)
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3.2. Respuesta febril

La fiebre o respuesta febril se define como la elevacién de la temperatura corporal por
arriba del intervalo térmico éptimo cuando hay reconocimiento de patdgenos, por lo que
forma parte de la defensa inmune (Kluger 1991; Scmid-Hempel 2011; Rakus et al. 2016).
Aunque, algunos reptiles, responden a un reto inmune con hipotermia, es decir una
disminucion de la temperatura corporal, o bien no presentan respuestas
termorregulatorias por efecto de diversos factores como la dosis de antigeno, las
condiciones ambientales o la condicién corporal (Deen y Hutchinson 2001; Merchant et al.
2008; Todd et al. 2016; Zamora-Camacho et al. 2016).

La fiebre se acomparia de modificaciones conductuales y fisiolégicas que resultan
en el aumento de la supervivencia del huésped a través de promover la defensa inmune
(Roth y Blatteis 2014). Las temperaturas febriles promueven tanto la respuesta inmune
innata (e.g. promueve el potencial fagocitico) como la adaptativa (e.g aumenta la
produccion de linfocitos) para combatir patégenos (Launey et al. 2011; Evans et al. 2015).

Ademas, la fiebre tiene efectos negativos directos sobre el crecimiento de los
patégenos (Kluger et al. 1998; Anderson et al. 2013; Martel et al. 2014). La efectividad de
la respuesta febril para combatir patégenos y aumentar la supervivencia del huésped se
ha documentado tanto en endotermos (Hasday et al. 2000), como en ectotermos (Kluger
et al. 1975; Cabanac y Laberge 1998; Elliot et al. 2005; Merchant et al. 2008; Boltaia et al.
2013).

Algunos estudios han confirmado experimentalmente que después de la

exposicidn a retos inmunes existe una respuesta febril o fiebre conductual en lagartijas.
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Por ejemplo, en lagartijas Iguana iguana un reto inmune con LPS indujo fiebre en
individuos con mayor masa corporal; mientras que indujo hipotermia en individuos con
menor masa corporal (Deen y Hutchinson 2001: Tabla 1). En otro estudio, las crias de
lagartijas Ctenophorus fordi que nacieron de madres inoculadas con LPS prefirieron
temperaturas mas altas durante su crecimiento en comparacion con las crias del grupo
control (Uller et al. 2006: Tabla 1).

Otros estudios han documentado incluso incrementos en la tasa de supervivencia
de los individuos asociados a la ocurrencia de fiebre durante una infeccién. Por ejemplo,
peces cebra Danio rerio sujetos a una infeccion viral y a los cuales se les permitio
presentar una respuesta termorregulatoria dentro de un gradiente térmico, presentaron
fiebre post-tratamiento durante 24 horas para combatir la infeccidén y eliminaron la
replicacion del virus en su cuerpo a través de un aumento en la tasa de transcripcion de
genes asociados a una respuesta inmune anti-viral robusta y especifica, contrario a los
individuos a los que se les obligd a mantener una temperatura neutral constante, lo cuales
presentaron tasas de mortalidad mas altas (Boltafia et al. 2013). Similarmente, iguanas
desérticas Dipsosaurus dorsali infectadas con bacterias vivas y a las que se les permitié
presentar una respuesta termorregulatoria dentro un gradiente térmico presentaron un
aumento en la temperatura corporal de 2°C y asi mismo presentaron tasas mas altas de
supervivencia en comparacion con las iguanas infectadas que permanecieron en una
temperatura neutral constante (Kluger et al. 1975).

Los beneficios de la fiebre antes mencionados tienen altos costos para los

vertebrados, los cudles difieren entre ectotermos (peces, anfibios y reptiles) y endotermos
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(aves y mamiferos). A diferencia de los endotermos, los ectotermos carecen de la
capacidad para regular la temperatura corporal (o termorregular) endégenamente, por lo
gue termorregulan conductualmente, es decir, moviéndose constantemente entre lugares
sombreados y superficies calientes o bajo fuentes de radiaciéon solar, mientras realizan un
intercambio de calor con el ambiente (Belliure y Carrascal 1998; Martin y Lopez 2009). La
elevacién de temperatura corporal o fiebre conductual en endotermos implica un alto
gasto energético (Marais et al. 2011); mientras que en ectotermos tiene tres tipos de
costos: (1) gasto de energia, ya que la tasa metabdlica aumenta conforme aumenta la
temperatura corporal (Kluger 1979), (2) aumenta el tiempo que los individuos pasan en
fuentes de calor para elevar su temperatura corporal y por lo tanto aumenta el tiempo de
exposicion a depredadores (Herczeg et al. 2008) o se reduce el tiempo que pueden
dedicar a otras actividades, como forrajear o buscar pareja (Zamora-Camacho et al. 2015)
e (3) impide mantener la temperatura corporal dentro de un intervalo estrecho de
temperaturas fisioldgicamente dptimas, las cuales maximizan distintos aspectos de la
historia de vida de los ectotermos.

En ectotermos, las variaciones por fuera del intervalo de temperaturas 6ptimas
pueden tener efectos negativos en algunas actividades del sistema inmune (como la
fagocitosis y la habilidad para matar bacterias: Mondal y Rai 2001; Merchant y Britton
2006; Sacchi et al. 2014), el desempefio locomotor (Bauwens et al. 1995), la digestion
(Wang et al. 2003), la reproduccién (El-Hafez et al. 2014) y el crecimiento (Yagi y Litzgus
2013). También, la temperatura corporal esta asociada a la coloraciéon de ornamentos

sexuales de algunas especies de lagartijas (Langkilde y Boronow 2012; Plasman et al.
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2015). Por esto, la fiebre como parte de una respuesta inmune para combatir patégenos

podria tener efectos negativos sobre los componentes antes mencionados.

3.3. Desempefiio Locomotor

Ademas de los parasitos, otra fuerte amenaza hacia la supervivencia de los organismos
son los depredadores, quiénes pueden reducir la futura adecuacion de la presa a cero. Por
lo tanto, la seleccidén natural ha favorecido estrategias antidepredacién. En algunas
lagartijas, una de las estrategias antidepredacién que la seleccién ha mantenido es un
escape rapido al refugio mas cercano cuando se detecta a un depredador, caracteristica
ligada al desempenfio locomotor (Martin y Lopez 2000; Calsbeek e Irschick 2007). Por
ejemplo, lagartijas de poblaciones mas expuestas a depredadores muestran mayor
velocidad de escape en comparacion con las lagartijas de poblaciones menos expuestas
(Vervust et al. 2007). Lo que sugiere que las adaptaciones morfoldgicas y fisioldgicas
necesarias para desarrollar y mantener una alta velocidad de carrera son costosas
(Zamora-Camacho et al. 2015).

Ademas de que tan rdpido corre un individuo, hay otros aspectos del desempeiio
locomotor que brindan mayor poder explicativo de la capacidad locomotora, como la
resistencia. La resistencia es el tiempo y la distancia que un individuo corre antes de
quedar exhausto (Le Galliard et al. 2004; Husak et al. 2016). Por lo tanto, una capacidad
locomotora alta requiere de recursos energéticos para mover y mantener extremidades

musculosas (Christian et al. 1997; Lochmiller y Deerenberg 2000).
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En parrafos anteriores mencionamos que el sistema inmune también requiere de
varios recursos, entre ellos energia y proteinas especificas. Por lo tanto, en presencia de
un patogeno, podria esperarse una disyuntiva de historia de vida entre el desempefio
locomotor y el sistema inmune. Esto debido a que la asignacidn de recursos proteinicos a
la respuesta inmune podria debilitar los musculos locomotores; mientras que la asignacion
de energia a la respuesta inmune podria ocasionar que no se cubra la demanda energética
requerida por la musculatura para lograr una alta capacidad locomotora (Lochmiller y
Deerenberg 2000; Schmid-Hempel 2011; Otti et al. 2012; Zamora-Camacho et al. 2015). En
apoyo a esta hipotesis, Zamora-Camacho et al. (2015) encontraron que la exposicion
experimental a un reto inmune con LPS disminuyé la velocidad de carrera en machos,
pero no hembras, de la lagartija Psammodromus algirus. De estos resultados, los autores
sugieren que los machos que combaten patégenos estan expuestos a un mayor riesgo de
depredacion o pasan mas tiempo dentro de refugios y forrajean menos. Los autores
también sugieren que la diferencia sexual en la ocurrencia de esta disyuntiva
posiblemente se debe a que las hembras no poseen extremidades musculosas que
consuman grandes cantidades de energia, razén por la cual son mas lentas que los machos
(Zamora-Camacho et al. 2015, pero ver Husak et al. 2016).

Otros factores podrian explicar la ausencia de disyuntivas entre el desempefio
locomotor y el sistema inmune en las hembras, como diferencias sexuales en la respuesta
inmune. En los vertebrados, los machos generalmente presentan respuestas inmunes
menos vigorosas (asignan menos recursos al sistema inmune) y sufren mds por parasitos

en comparacion con las hembras, principalmente por efectos inmunosupresores de
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hormonas esteroides como la testosterona (Zuk y Stoehr 2002; Klein 2004); aunque
algunos estudios sugieren que la testosterona sélo es inmunosupresora en condiciones de
restriccion de alimento (French et al. 20073, b; Husak et al. 2016; Skinner et al. 2016). Los
estudios referidos anteriormente permiten hipotetizar la existencia de disyuntivas entre el
sistema inmune y desempefio locomotor en lagartijas, y sugieren que estas disyuntivas

podrian diferir entre machos y hembras.

3.4. Coloracion

Las coloraciones en animales generalmente funcionan como sefiales que benefician al
emisor al influir en el comportamiento del receptor (Tibbetts et al. 2017). Muchas de éstas
sefiales evolucionan en el contexto de la seleccion sexual, donde solo los individuos con
buena condicidn (peso, talla, sistema inmune, entre otros) producen una sefial honesta, es
decir, una sefial que permite a los conspecificos identificar la calidad fenotipica y la
condicion del sefalador como pareja potencial o como contrincante en el contexto de las
interacciones de competencia entre individuos del mismo sexo (Darwin 1871; Zahavi
1975; Hamilton y Zuk 1982; Hill 2011).

En lagartijas con sistema sexual poligindndrico (i.e. cuando en un area se
superponen los territorios de dos o mas machos con los territorios de dos o mas
hembras) y paternidad multiple, el brillo, tono y saturacién de las coloraciones sexuales
secundarias en machos emiten informacion utilizada principalmente en las interacciones
entre machos para indicar la capacidad de pelea, tamafio del territorio, nimero de

hembras del macho, entre otros (Olsson 1994; Martin y Forsman 1999; LeBas 2001;
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Whiting et al. 2003; Anderholm et al. 2004; Bajer et al. 2011). En algunos otros casos,
estos atributos de coloracién de los machos pueden transmitir informacidn atil para las
hembras en la eleccidn de pareja (Bajer et al. 2010; Swierk et al. 2012). En las hembras, la
coloracion generalmente esta asociada al estatus reproductivo, ya que puede proveer
informacién acerca del periodo de receptividad (Zucker y Boecklen 1990; Cuadrado 2000;
Hager 2001; Weiss 2002; Baird 2004; Lancaster et al. 2009; Chan et al. 2009).

En reptiles, los distintos colores se producen por diferentes mecanismos. Los
colores ultravioleta (UV) y azules generalmente son producidos estructuralmente, es
decir, por reflexién y dispersion de la luz por medio de células y tejidos (Shawkey y D’Alba
2017). Aunque en algunas especies de lagartijas de la Familia Phrynosomatidae se sabe
gue los colores UV y azules también dependen de la densidad de pigmentos de melanina
producidos endégenamente (Sceloporus undulatus erythrocheilus: Morrison et al. 1995; U.
ornatus, Sceloporus undulatus consobrinus, Sceloporus jarrovii: Quinn y Hews 2003; Uta
stansburiana: Haisten et al. 2015). Los colores anaranjados y rojos se pueden producir por
pigmentos carotenoides obtenidos de la dieta (ejemplos en: Steffen et al. 2009), o por la
sintesis enddgena de pigmentos pteridina (ver Morrison et al. 1995; Steffen et al. 2010;
Weiss et al. 2012), e incluso, en algunas especies, por ambos mecanismos (Ligon et al.
2016). Por lo tanto, las distintas coloraciones tienen diferentes costos y limitaciones, las
producidas estructuralmente requieren principalmente de energia para mover células y
tejidos, las producidas endégenamente, ademas de energia, requieren de proteinas 'y
pigmentos, y las obtenidas de los alimentos dependen de la disponibilidad de alimentos

(Ligon et al. 2016).
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En diversos vertebrados, algunos pigmentos como los carotenoides y melaninas,
ademas de tener una funcion en la coloracion de los ornamentos, pueden actuar como
antioxidantes, eliminando los radicales libres y reduciendo el estrés oxidante o formando
parte de la funcion inmune (Zuk y Stoehr 2002; Monaghan et al. 2009). Actualmente, no
es claro que tan generalizado es en reptiles que los pigmentos carotenoides tengan una
funcidén antioxidante, como sucede en algunas lagartijas como Ctenophorus pictus (Olsson
et al. 2008) y Podarcis hispanica (Ortega et al. 2015). Sin embargo, se propone una
disyuntiva indirecta entre coloracién y sistema inmune mediada por pigmentos
carotenoides, donde la intensidad de la sefial colorida es indicador del total de
antioxidantes no pigmentarios, debido a que éstos ultimos protegen a los pigmentos
coloridos de oxidarse y por consiguiente de no blanquearse (Monaghan et al. 2010). Por
ejemplo, en lagartijas Lacerta schreiberi alimentadas solamente con antioxidantes no
pigmentarios (como la vitamina E), o con vitamina E y pigmentos carotenoides, se
aumento la expresidn de las coloraciones ventrales en comparacion con los individuos
control (Kopena et al. 2014). Lo que sugiere que la coloracion refleja de manera indirecta
los niveles de antioxidantes no pigmentarios.

Por lo tanto, el conjunto de evidencias de costos asociados a la produccion de
color, principalmente energéticos, de la funcién antioxidante o del papel de indicadores
que pueden tener algunos pigmentos del estatus del sistema inmune, asi como de la
importancia de una sefal colorida dependiente de la condicion, ha llevado a los eco-
inmundlogos a investigar si existen disyuntivas entre coloracién y sistema inmune (Blount

et al. 2003; Faivre et al. 2003). Por ejemplo, Lépez et al. (2009a) demostraron que en
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lagartijas Podarcis hispanica macho retadas inmunitariamente con LPS se afectd
negativamente la reflectancia total y la proporcién de pigmentos amarillos después de un
mes, en comparacion con machos que no fueron retados (Tabla 1). Similarmente, |bafiez
et al. (2014) encontraron que tortugas Trachemys scripta hembras que fueron retadas con
LPS mostraron rayas amarillas con menos reflectancia total y croma amarillo, asi como
parches rojos de tono mas claro después de un mes, en comparacién con las hembras del
grupo control.

Los ejemplos anteriores son evidencia de disyuntivas entre el sistema inmune y la
expresion de coloraciones tegumentarias en reptiles en condiciones de laboratorio.
Ademas, dichas disyuntivas podrian diferir entre los sexos si existen diferencias en los
mecanismos de produccion de color entre hembras y machos (e.g., si los machos
producen colores estructuralmente mientras que las hembras obtienen sus pigmentos de
la dieta) o bien, por el efecto de la testosterona. La testosterona tiene efectos benéficos
sobre aspectos reproductivos, como la coloracién. Por ejemplo, en |la época reproductiva,
la expresion de coloraciones sexuales secundarias azules, caracteristicas de lagartijas
macho del género Sceloporus al que pertenece nuestra especie de estudio, es
dependiente de altos niveles de testosterona (Hews et al. 1994; Quinn y Hews 2003; Cox
et al. 2005). Sin embargo, como mencionamos anteriormente, la testosterona también
tiene efectos inmunosupresores. Por lo tanto, algunos estudios sugieren que altos niveles
de testosterona en machos durante la época reproductiva aumentan el parasitismo o
disminuyen la supervivencia, como sucedio en lagartijas Lacerta agilis (Olsson et al. 2000)

y P. algirus (Salvador et al. 1996), respectivamente. Aunque en general la coloracién azul
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dependiente de andrdégenos se presenta en machos, hay casos donde se presenta en
ambos sexos, como en S. jarrovii (Cox et al. 2008), por lo que es probable que en algunas
hembras también haya inmunosupresion asociada a ornamentos coloridos, como en

Sceloporus pyrocephalus (Calisi et al. 2008).

3.5. Sceloporus grammicus, Weigmann 1828

Este estudio se realizé con la lagartija del mezquite, Sceloporus grammicus (Familia
Phrynosomatidae), reptil viviparo, distribuido desde ambientes tropicales de baja altitud
hasta ambientes frios de alta montana en México central (Arévalo et al. 1991; Zuiiiga et al.
2014). En ambientes naturales, la lagartija del mezquite presenta un pico de actividad
sexual durante otofio (agosto-octubre); mientras que en ambientes urbanizados pueden
presentar actividad sexual a lo largo de todo el afo (Jiménez-Cruz et al. 2005; Argaez
2015). Las lagartijas utilizadas en este estudio fueron capturadas en el Parque Nacional la
Malinche, Tlaxcala, un area no urbanizada, por lo que es probable que tengan un sélo pico
reproductivo durante el otofio.

La lagartija del mezquite presenta dimorfismo sexual en tamafo, donde los
machos son 9% mas grandes y 30% mas pesados que las hembras (Argdez 2015), sin
embargo, ambos sexos alcanzan la madurez sexual con una longitud hocico-cloaca (LHC)
de 44.1-44.5 mm (Jiménez-Cruz et al. 2005). Esta lagartija también presenta diferencias
sexuales en la coloracién, donde los machos presentan dos parches paralelos en la parte
ventral de color azul, mientras que las hembras presentan dos parches ventrales

anaranjados (Argaez 2011). Ademas, S. grammicus presenta gulas con coloraciones
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distintas segun sexo y poblacion (Bastiaans et al. 2013). En la poblacion donde se
colectaron los individuos de este estudio se han observado machos con gula de color azul,
amarillo y anaranjados, asi como hembras con gula amarillos, anaranjados o grises
(observacion personal). Argaez (2011) encontré que las hembras realizaron mayor nimero
de despliegues hacia machos con parches ventrales mas grandes y pasaron mas tiempo
junto a machos con parches con mayor reflectancia total. Argaez (2011) también encontré
que tanto el croma azul de los parches ventrales de los machos como el drea del parche
de las hembras se relacionan positivamente con la condicién corporal (LHC y peso). Lo
anterior sugiere que los parches azules de los machos podrian ser sefiales sexuales que las
hembras usan en la eleccidn de pareja, y que la expresion de estos parches de color es
costoso.

Elegimos como modelo de estudio un reptil, ya que la mayoria de estudios eco-
inmunoldgicos se han realizado en endotérmos (aves y mamiferos: Norris y Evans 2000;
Martin et al. 2008). Ademas, los reptiles son ectotermos amniotas, es decir son el enlace
evolutivo entre los ectotermos anamniotas (peces y anfibios) y los endotermos amniotas
(aves y mamiferos), por lo que consideramos importante investigar como se resuelven las
disyuntivas de vida cuando se presenta un reto inmune en este grupo Unico de

vertebrados (Zimmerman et al. 2010).

27



4. OBJETIVOS
Evaluar en la lagartija S. grammicus si activar la respuesta inmune
1. Afecta negativamente su termorregulacion, desempefio locomotor y/o coloracidn,
generando disyuntivas de historia de vida, y

2. sidichas disyuntivas difieren entre hembras y machos.

5. HIPOTESIS
Hipotesis 1: Activar la respuesta inmune en S. grammicus para combatir patégenos
compromete a la termorregulacion, desempefo locomotor y/o coloracion.

Hipotesis 2: Y existen diferencias sexuales en dichas disyuntivas.

6. PREDICCIONES
1. Comparados a los individuos en el grupo control, se espera que los individuos a los que

se les aplica un reto inmune presenten

1.1. una respuesta febril, es decir, un aumento en la temperatura corporal promedio como
parte de la respuesta inmune, asi como un aumento en el coeficiente de variacién de la
temperatura corporal, es decir, una menor precisidon para permanecer dentro de un
intervalo estrecho de temperaturas fisiolégicamente éptimas,

1.2. una disminucion en la velocidad de carrera maxima y sostenida, asi como en la capacidad
de resistencia, y/o

1.3. que en la coloracidn ventral haya una disminucién en al menos uno de los siguientes
indices: reflectancia total, tono, saturacién, croma UV, croma azul (sélo en machos) y

cromo anaranjado-rojo (sélo en hembras).
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2. Sobre las diferencias sexuales de las disyuntivas esperamos que

2.1

2.2.

En machos se comprometa mds la velocidad de carrera y la capacidad de resistencia, en
caso de que los machos sean mas veloces que las hembras, como sucede en otras
lagartijas y/o,

gue en machos se comprometa mas la coloracién, bajo el supuesto de que por efectos
inmunosupresores de la testosterona sufran mads por parasitos que las hembras. O
alternativamente, que en hembras se comprometa mas la coloracién bajo el supuesto de
que por efectos inmunosupresores de la testosterona, los machos asignen menos

recursos a la respuesta inmune en comparacion con las hembras.
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7. METODO
7.1. Area y Especie de Estudio
Se capturaron 80 ejemplares (40 machos y 40 hembras) de S. grammicus, con lazo (ver
Anexo 2) o a mano (Bastiaans et al. 2013), durante los dias 21-22 del mes de agosto de
2015 en el Parque Nacional la Malinche, Tlaxcala (19°14°39.7” N, 97°59°22.7” O; México) a
2 400 msnm. Sdlo se capturaron organismos adultos o sexualmente maduros, es decir,
lagartijas con una LHC mayor a 40 mm (Jiménez-Cruz et al. 2005, Bastiaans et al. 2013). El
sexo de las lagartijas se determind en el campo con base en la presencia/ausencia de
escamas poscloacales y las diferencias en color de los parches ventrales (azul, machos;
anaranjado, hembras: Argaez 2011; ver Anexo 1). No se capturaron hembras gravidas para
no confundir los efectos del reto inmune y el estado reproductivo sobre el desempefio
locomotor (Iraeta et al. 2010). Si una hembra esta gravida se puede detectar por palpacion
del vientre en busca de fetos (Iraeta et al. 2010).

Las lagartijas colectadas se transportaron a condiciones de laboratorio en la
Estacion Cientifica la Malinche, Tlaxcala (19°14°39” N, 97°59°25” O; México). En
laboratorio, medimos el peso (+ 0.1 g) con una Pesola® y el largo longitud-hocico-cloaca
(LHC, £ 0.01 mm) con un calibrador vernier, e identificamos a cada individuo pegando

etiquetas numeradas sobre el dorso en la parte anterior a la cola (ver Anexo 2).

7.2. Disefio Experimental
Las lagartijas permanecieron en cautiverio en la Estacidn Cientifica siete dias, donde se les

proporciond alimento (2 larvas de Tenebrio molitor por individuo) diariamente. Las
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lagartijas y terrarios se rociaron con agua varias veces al dia para mantener hidratados a
los individuos (Deen y Hutchison 2001; Smith et al. 2017). El primero de éstos dias,
colocamos a las lagartijas en terrarios individuales (50 x 40 x 40 cm) de plastico
transparente, con sustrato de tierra (Zamora-Camacho et al. 2016). Los terrarios estaban
dentro de una habitacién con una ventana que proporcionaba ciclos naturales de luz y
oscuridad (Zamora-Camacho et al. 2016). El primer dia de cautiverio, las lagartijas
permanecieron en aclimatacion y bajo las mismas condiciones para evitar diferencias
entre individuos antes de iniciar el disefio experimental (Zamora-Camacho et al. 2016).

A partir del segundo dia de cautiverio, se tomaron medidas repetidas de
desempefio locomotor, coloracion y termorregulacion, antes y después de un reto inmune
en individuos experimentales (con reto inmune) y controles (sin reto inmune). Para lo
anterior se siguidé un disefio experimental con base en una prueba piloto previa a este
estudio (ver Anexo 3; Fig. 1). Antes de las medidas de desempefio locomotor y coloracién,
colocamos a las lagartijas bajo luz amarilla para que alcanzaran su temperatura corporal
Optima especie-especifica de 32°C, temperatura en la que esta especie esta activa
(Bastiaans et al. 2013; observacion personal), para evitar confundir efectos de la
temperatura corporal con efectos del reto inmune sobre la velocidad de carrera (Iraeta et
al. 2010), o la coloracidn (Langklide y Boronow 2012). Diariamente, después de
terminadas las mediciones, las lagartijas fueron devueltas a sus terrarios individuales para
pasar las noches (Deen y Hutchinson 2001).

Al octavo dia retiramos las etiquetas de las lagartijas y las devolvimos a su sitio de

captura (Lopez et al 2009a; Zamora-Camacho et al. 2016; Iglesias-Carrasco et al. 2016).
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7.3. Reto Inmune

El segundo dia de cautiverio, las 80 lagartijas fueron asignadas a uno de tres tratamientos
segln su peso (Brace et al. 2015), es decir, como utilizamos individuos con pesos entre
4.5-12.5 g, distribuimos los distintos pesos de manera similar entre los tratamientos. Para
activar el sistema inmune de los individuos en el grupo experimental (15 machos y 15
hembras), cada lagartija fue inoculada intraperitonealmente en el vientre con 0.0375 mg
de LPS (LPS Escherichia coli, serotipo 011:B4) diluido en 1 mL de solucién salina fosfatada
(PBS), lo que resulté en una concentracidon mayor para las hembras (machos: 0.0044;
hembras: 0.0062 mg LPS/ g de masa corporal) debido al dimorfismo sexual de S.
grammicus, donde los machos son 30% mas pesado que las hembras. La dosis de LPS es
similar a la utilizada en otros estudios con lagartijas (Uller et al. 2006; Lopez et al. 2009a,b;
Zamora-Camacho et al. 2015; Zamora-Camachos et al. 2016; Smith et al. 2017) y se eligid
con base en una prueba piloto previa a este estudio (ver Anexo 3). El volumen de indculo
se midid con una micropipeta de 20 mL y cada inyeccion se realizd con agujas de 27 G,
1/2, 0.4 x 13 mm.

Por otro lado, las lagartijas del grupo control 1 (15 machos y 15 hembras) fueron
inoculadas con el mismo volumen de PBS, el cual no tiene efectos fisiolégicos, pero sin LPS
(Uller et al. 2006; Lopez et al. 2009a,b; Zamora-Camacho et al. 2015; Zamora-Camachos et
al. 2016; Smith et al. 2017). A las lagartijas del grupo control 2 (10 machos y 10 hembras)
se les realizd una puncién sin indculo (sin LPS o PBS).

Se realizaron medidas repetidas, de desempefio locomotor, coloracién y

termorregulacion, a todos los individuos, antes y durante los cinco dias posteriores al reto
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inmune en los horarios que se muestran en la Fig. 1. Durante el experimento murieron dos

lagartijas macho del grupo con reto inmune, por lo que hay datos faltantes para dichas

lagartijas.
Aclimatacién Medidas Medidas
Desempefio locomotor post-reto

Coloracién pre-reto

Termorregulacion

,
Reto Inmune
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Figura 1. Diseflo experimental. La linea horizontal representa los dias y horarios en que se realizaron
las medidas de desempefio locomotor, termorregulacién y coloracion.

7.4. Desempeiio Locomotor

Del desempeiio locomotor se midieron, en ensayos controlados, |la velocidad maxima de
zancada, como indice de velocidad (Bauwens et al. 1995; Zamora-Camacho et al. 2015;
Wang et al. 2017), y la velocidad sostenida (o velocidad con la que la lagartija recorre toda
la pista), como indice de capacidad de resistencia (Newbold 2005; Bonino et al. 2011). El
desempeiio locomotor se midié en una pista de carreras vertical de 1.2 m de (distancia
suficiente para obtener la velocidad mdaxima en lagartijas pequefias; Bonino et al. 2011)
con superficie de yute para proporcionar traccién, paredes de pldstico (0.3 m) para evitar
que las lagartijas salieran de la pista (Zamora-Camacho et al. 2015) y con marcas cada 1.0
cm para registrar la distancia recorrida por los individuos. Se liberé a cada lagartija al inicio

de la pista de carreras y se le persiguio con la mano (siempre la misma persona) para
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animar el comportamiento de escape (Bauwens et al. 1995; Newbold 2005; Zamora-
Camacho et al. 2015).

Cada lagartija realizé dos carreras por dia (aunque en la mayoria de los estudios
publicados corren de 3 0 mas veces para obtener indicadores confiables de velocidad, en
nuestras pruebas piloto las lagartijas no fueron capaces de realizar mas de dos carreras
por dia debido a la fatiga). Para registrar las carreras se tomaron fotografias en serie con
una cdmara fotografica Canon EOS Rebel T2i 50 mm, con un intervalo de 0.3 s entre foto y
foto (para confirmar dicho intervalo de tiempo, se colocé un cronémetro al lado de la
pista, que también fue fotografiado). Del registro fotografico obtuvimos para cada carrera:
gue el intervalo de tiempo entre foto y foto si fue de 0.3 s, el tiempo total de carrera (t:) o
el tiempo que le llevo a cada lagartija recorrer la pista completa, la distancia recorrida
entre foto y foto (d) y la distancia total recorrida por carrera (d:) (ver Anexo 4).

La distancia recorrida entre foto y foto se considerd equivalente a una zancada de
lagartija, con base en que en la prueba piloto la distancia promedio recorrida por las
lagartijas en el dia pre-reto inmune (23.71 + 1.07 cm) es similar a las distancias
establecidas como zancadas de lagartija en la mayoria de los estudios (Bauwens et al.
1995; Newbold 2005; Zamora-Camacho et al. 2015; Wang et al. 2017). Con los datos
obtenidos, calculamos la velocidad maxima de zancada (vm) y la velocidad sostenida (vs) de
cada carrera con las férmulas vm=d /0.3 s y vs =d: / t:, respectivamente. Durante la
segunda carrera individual del dia pre-reto de la prueba piloto se observo fatiga en todas
las lagartijas, es decir, una reducciéon en la Vimy la Vs de 11.70 y 10.49 cm/s,

respectivamente, lo que confirma que S. grammicus no corre distancias largas y que 1.2 m
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de largo en la pista de carreras es suficiente para obtener su Vmax. Por lo anterior, no se
promediaron los valores de vm y vs de las dos carreras diarias, sino que se eligieron la vm
y vs de mayor valor por dia para cada individuo para obtener ambos indices de desempefio

locomotor.

7.5. Coloracidon

Se midié la coloraciéon de cada lagartija con un espectrofotémetro (OceanOptics-Jaz) y una
sonda de fibra éptica con fuente de luz continua (Lépez et al. 2009a; Steffen y McGraw
2009; Weiss et al. 2012; Pérez i de Lanuza y Font 2014; Ibafiez et al. 2014; Plasman et al.
2015; Megia-Plama et al. 2016) (ver Anexo 5). El espectrofotdometro se calibré al 99% con
un blanco estandar WS -1, y se ajustaron el tiempo de integracion a 40000 ps, el nUmero
de pixeles procesados en el espectro a 2048, el nUmero de pixeles adyacentes
promediados a 5, y el nUmero de espectros promediados a 5 (datos sugeridos para
reportar por White et al. 2015). Se utilizd un soporte para excluir la luz del dia, ya que al
ser variable podria dar lugar a datos no comparables (Lépez et al. 2009a), y para asegurar
que todas las medidas de coloracion se tomaran a un angulo de 45°ya 5 mm dela
superficie ventral de las lagartijas.

De cada individuo, se tomd una medida de coloracién en el area central de cada
uno de sus parches ventrales: derecho e izquierdo (siempre por la misma persona).
Analizamos las curvas de color de los parches ventrales azules (en machos) y anaranjados
(en hembras) adaptando el método de clasificacién por segmentos de Endler (1990).

Afadimos el segmento UV (en hembras y machos), 300-400 nm, ya que las lagartijas
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poseen conos sensibles a las longitudes UV (Olsson et al. 2013). El segmento azul (en
machos) se considerd de los 450-490 nm y el segmento anaranjado (en hembras) de los
590-620 nm, segun lo establecido para nuestra especie de estudio por Argaez (2015).
Finalmente, agregamos el segmento rojo (621-700 nm) en hembras, ya que al analizar la
curva de color encontramos mas reflectancia en el segmento rojo que en el anaranjado
(ver a Anexo 6 para ver las curvas de color iniciales de machos y hembras). De cada curva
de reflectancia (R, fraccién de luz reflejada hacia el espectofotometro), se reportan tres
indices de coloracion segun Endler (1990) y White et al. (2015): (1) la reflectancia total o
brillo (R:), que es igual a la sumatoria de reflectancia de los 300-700 nm (2R300-700 nm =
R300nm +... + R7o0nm), (2) el tono, el cual corresponde a la reflectancia maxima (Rmax) segun el
valor en nm vy (3) los distintos cromas o saturaciones de color correspondientes a los
segmentos descritos anteriormente (Cuv, Cozul, Canaranjado Y Crojo), l0s cudles se calcularon
como la reflectancia de cada segmento entre la R: (e.g. Cuv = Ruv/ Rt).

Para cada indice de coloracidn, se calculé el promedio de los valores obtenidos del
parche ventral derecho e izquierdo de cada individuo. Es importante mencionar que por
problemas técnicos con el espectrofotdmetro, las curvas de refelectancia presentaron
valores anémalos entre los 481-495 y los 524-545 nm, por lo que para todas las medidas
de color, estos puntos de las curvas fueron eliminados para los andlisis estadisticos (ver
Anexo 6). Ademas, debido a que también se dafiaron los datos del dia dos post-reto, los

datos de coloracion obtenidos en dicho dia no fueron incluidos en los analisis estadisticos.
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7.6. Termorregulacion
Como medidas de termorregulacion pre-reto inmune, se utilizé la temperatura corporal
(T¢) de cada lagartija al momento de captura. Lo anterior debido a que dichas medidas
brindan informacion del estatus térmico de los individuos en condiciones naturales, donde
termorregularon por horas antes de ser capturadas (Bowker 1984). En condiciones de
laboratorio, la T¢ post-reto se calculé a partir del promedio de medidas de temperaturas
corporales individuales mientras las lagartijas tuvieron opcion de regular su temperatura
corporal dentro de un gradiente térmico (Bowker 1984; Deen y Hutchinson 2001; Sousa
do Amaral et al. 2002; French et al. 2008; Paranjpe et al. 2014: Todd et al. 2015; Zamora-
Camacho et al. 2016).

Para lo anterior, separamos a machos (n=40) de hembras (n=40) en dos terrarios
(2.0 m de largo x 0.5 m de ancho x 0.5 m de alto) con paredes de plastico, de 10:00 am a
18:00 pm (Brace et al. 2015 utilizan la misma proporcion de nimero de lagartijas y
tamafio de terrario). Los terrarios contaban con rocas, troncos y aciculas como refugios ad
libitum. Se colocaron bulbos de luz blanca en un extremo de cada terrario para generar un
gradiente térmico ambiental dentro del terrario, que va de 20 a 40°C (French et al. 2008;
Zamora-Camacho et al. 2016), el cudl incluye la temperatura generalmente preferida por
S. grammicus (32°C; Bastiaans et al. 2013). Una ventana en la habitacién del terrario
proporcionaba luz del habitat natural de las lagartijas (Zamora-Camacho et al. 2016). Las
lagartijas permanecieron de 10:00 am a 12:00 pm termorregulando en el gradiente
térmico antes de la primer medida de T¢ (a las 12:00), posteriormente se realizaron

medidas cada dos horas hasta las 18:00 pm. Las horas entre medidas le brindan el tiempo
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necesario a las lagartijas para regular la T, por medio del comportamiento, al colocarse en
la zona del gradiente térmico de su eleccién, y adquirir su T. (Zamora-Camacho et al.
2016).

Para obtener un valor de T, por dia de cada lagartija, se promediaron las cuatro
medidas individuales de T.para (Bowker 1984; Deen y Hutchinson 2001; Sousa do Amaral
et al. 2002; French et al. 2008; Paranjpe et al. 2014: Todd et al. 2015; Zamora-Camacho et
al. 2016). Debido a que los mejores modelos de termorregulacion son aquéllos que toman
en cuenta los valores maximos y minimos entre los que los animales termorregulan en
lugar de los valores promedios (Birk y Heath 1975), se calculé también una medida de
variacién (en este caso el coeficiente de variacion, CV), como indicador de la precision de
termorregulacion individual, bajo el supuesto que entre mas pequeirio el CV, mayor
precision de termorregulacion del individuo (Bowker 1984; Paranjpe et al. 2014). Todas
las medidas de T, tanto pre como post-reto, se realizaron con una termocupla conectada
a un termoémetro que insertamos dentro de la cloaca de los individuos (ver Anexo 7;

Zamora et al. 2016).

7.7. Analisis Estadistico

Para descartar posibles sesgos por la asignacion de las lagartijas a los tratamientos e
identificar posibles diferencias sexuales antes del reto inmune, se compararon las medidas
iniciales de: peso, LHC, Vimax, Vs, Rt, Rmax, los distintos cromas (Cuv, Cazu, Canaranjado Y Crojo),
Tcy su CV, utilizando modelos lineales generalizados (GLM por sus siglas en inglés) con

distribucién de errores normal o aproximadamente normal, determinada a través de
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pruebas Shapiro. Para que todas las variables (categdricas y continuas) estuvieran en una
misma escala, los datos se estandarizaron al restar a cada dato el valor de la media 'y
dividir por dos desviaciones estandar, para que los ceoficientes resultantes puedan ser
comparados con predictores no transformados (Gelman 2008). Los modelos saturados
incluyeron al tratamiento (LPS, PBS y sin indculo) y sexo como variables independientes,
asi como su interaccién. Para los indices de coloracion, debido a que los parches ventrales
son azules en machos y anaranjados en hembras y por lo tanto la curva de color difiere
entre sexos, utilizamos modelos independientes para cada sexo, por lo que el Unico
término en el modelo fue tratamiento.

Para evaluar los efectos del tratamiento a través del tiempo sobre los indicadores
de termorregulacion, desempeno locomotor y coloracion, se utilizaron modelos lineales
de efectos mixtos (LMM por sus siglas en inglés) con distribucién de errores normal o
aproximadamente normal, determinada por graficos Q-Q (Crawley 2007). En todos los
modelos se incluyd a cada individuo como factor aleatorio. Los modelos saturados
incluyeron las siguientes variables independientes e interacciones: tratamiento, sexo,
tiempo, tiempo?, peso, tratamiento x tiempo, tratamiento x tiempo?, sexo x tiempo, sexo
x tiempo?, tratamiento x sexo, tratamiento x tiempo x sexo y tratamiento x tiempo? x sexo.
De todos los modelos, excluimos la LHC para evitar colinealidad, ya que ésta estuvo
correlacionada con el peso (r = 0.856; P < 0.001). Para los andlisis de los indices de color
también se usaron modelos independientes para cada sexo.

Para todos los modelos, tanto GLM como LMM, se realizé una reducciéon de

modelos de la siguiente manera. Primero se fueron eliminando de una en una las variables
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no significativas del modelo saturado (P > 0.05). Después, se compararon los modelos con
y sin las variables no significativas, elimindndose los modelos no significativos (P > 0.05), y
asi sucesivamente hasta llegar a un modelo reducido (Forstmeir y Schielzeth 2011), el cual
se comparo contra un modelo nulo. La comparacion de modelos GLM se realizé a través
de pruebas de F y se reportan en la Tabla 2; mientras que la comparacién de modelos
LMM se realizd a través de pruebas de razén de verosimilitud (L-ratio) y se reportan a lo
largo del escrito. En las Tablas 3-6 se reportan los LMM con la interaccion de interés,
tratamiento x t, asi como los modelos reducidos en caso de que no sea significativa la
interaccion de interés. Todos los analisis se llevaron a cabo en el programa R v3.3.3 (R
Development Core Team 2017), utilizando el paguete “nlme” (Pinheiro et al. 2017) para

los GLM; y el paquete “Ime4” para los LMM (Bates et al. 2015).
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8. RESULTADOS

8.1. Antes del reto inmune

Las lagartijas utilizadas en nuestro estudio presentaron el dimorfismo sexual en pesoy
LHC tipico de la especie: los machos fueron 29.45% mads pesados (Coeficiente = 2.47, EE =
0.55, IC=1.40 - 3.54, p < 0.000) y 8.52% mas grandes (Coeficiente = 0.04, EE = 0.01, IC =
0.13-0.61, p = 0.004) que las hembras (Tabla 2). No se obtuvieron diferencias sexuales
iniciales para el resto de las medidas, aunque esperabamos diferencias sexuales en el
desempeiio locomotor (Tabla 2). Y de acuerdo a lo esperado, tampoco se encontraron
diferencias pre-reto entre los individuos de los tres tratamientos en: peso, LHC, indices de

desempefio locomotor, coloracion y termorregulacion (Fig. 2-5; Tabla 2).
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Tabla 2. Datos crudos (Promedio + EE) y resultados de los modelos lineales generalizados para
investigar si antes del reto inmune existen diferencias por sexo, tratamiento o su interaccion, en: peso,
LHC, indices de desempefio locomotor, coloracién y termorregulacién. En negritas los términos

significativos.

n= 40 machos, 40 hembras.

Variable Sexo LPS PBS Sin indculo Tratamiento Sexo Tratamiento x
Sexo
(Promedio (Promedio (Promedio F p F p F p
EE) EE) EE)
n=15 % y 15 n=159y15 n=10 ¢ y 10
d 3 3
Peso (g) Q 6.04 £0.29 5.97+0.31 6.04 £0.46 0.25 0.62 20.56 0.000 1.12 0.30
3 8.56 + 0.68 8.59+0.74 8.37+0.94
LHC (cm) Q 60.73+1.24 57.33+1.76 59.20+1.60 0.79 0.38 9.10 0.004 0.51 0.48
3 64.87 £2.08 64.47 £1.96 64.30+£2.58
Vimax Q 80.57 +7.04 94.67 +6.34 81.56 +4.87 0.06 0.80 0.46 0.50 0.16 0.69
(cm/s) 3 86.62 +3.20 88.87 +5.09 77.89 +2.59
Vs(cm/s) Q 52.71+4.46 53.60 £3.19 50.11 +3.81 1.14 0.29 0.02 0.88 0.10 0.75
3 55.00 + 2.39 56.20+2.88 47.00 + 2.66
T:(°C) Q 30.05+0.33 30.93+0.41 30.61+0.76 0.02 0.89 2.97 0.09 0.87 1.18
3 32.37£0.65 30.98 £ 0.59 30.28 £0.70
CVdeT. Q 0.15+0.02 0.14+0.03 0.13 £0.03 0.51 0.48 0.24 0.62 2.69 0.11
3 0.10£0.01 0.15+0.02 0.14 +£0.03
Rt Q 21969.93 + 23182.69 23634.40 2.10 0.16 - - - -
3456.74 1348.40 1699.81
3 17652.14 + 18019.97 + 19237.86 2.82 0.11 - - - -
1516.12 930.88 842.36
Rmax Q 495.70 £ 7.90 496.32 485.63 £ 6.56 0.01 0.91 - - - -
11.09
3 619.81+3.27 634.30+5.07 618.87+4.5 0.45 0.51 - - - -
Cuv Q 0.02 £ 0.00 0.04 £0.01 0.03+£0.01 0.55 0.46 - - - -
3 0.06 £ 0.01 0.04+0.01 0.05 £ 0.01 0.51 0.48 - - - -
Cozul 3 0.17 £0.01 0.16£0.01 0.18 £0.01 0.005 0.94 - - - -
Canaranjado ? 0.16 £0.01 0.17 £0.00 0.16 £ 0.00 0.0002 0.99 - - - -
Crojo Q 0.39+0.01 0.44 +£0.02 0.41+0.02 0.30 0.59 - - - -

LHC: longitud hocico-cloaca; Vmax: velocidad maxima, Vs: velocidad sostenida, Tc: temperatura corporal,
CV de T.: coeficiente de variacion de la T¢; R:: reflectancia total; Rmax: reflectancia maxima; Cuv: croma
UV; Cazur: croma azul; Canaranjado: Croma anaranjado; Crojo: croma rojo; & machos; 9: hembras.

8.2. Después del reto inmune

Contrario a nuestras predicciones, no se encontraron efectos del tratamiento a través del

tiempo (lineal o cuadratico) en ninguno de los indices de desempefio locomotor,

coloraciéon y termorregulacion (todos los LMM's: p 2 0.25 Tablas 3-6; Figs. 2-5).

Independientemente del tratamiento o el sexo, todas las lagartijas mostraron variaciones

a lo largo del tiempo que duré el experimento en la mayoria de los indices de desempeno

locomotor, coloracién, y termorregulacion: como efecto del tiempo?, disminuyeron su

Vmax Y aumentaron su T.durante el tercer dia post-reto, restableciendo los valores
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iniciales durante los préoximos dos dias post-reto (LMM's: L-ratio = 4.52, p = 0.03 y L-ratio =
9.28, p = 0.002; Fig. 2 y 3; Tablas 3 y 4, respectivamente). Ademas, el CV de la T, de todas
las lagartijas disminuyd a través del tiempo, es decir, las lagartijas mantuvieron su T.
dentro de un intervalo mas estrecho de temperaturas al paso de los dias (LMM: L-ratio =
5.23, p = 0.02; Fig. 3; Tabla 4). Los cambios en la Vs en el tiempo no fueron
estadisticamente significativos (LMM: L-ratio = 2.47, p = 0.12; Figs. 2; Tabla 3).

Independiente del dia y del tratamiento, obtuvimos diferencias sexuales, contrario
a los resultados iniciales. Los machos prefirieron una T, mas alta que las hembras (LMM: L-
ratio =7.92, p = 0.005; Fig. 4; Tabla 4). Y el CV de la T. fue menor en machos que en
hembras; es decir, los machos mantuvieron su T, dentro de intervalos menos estrechos de
temperatura (LMM: L-ratio = 11.08, p = 0.0009; Fig. 5; Tabla 4).

En el caso de la coloracion ventral, los machos de los tres tratamientos
presentaron una disminucion lineal en el tiempo a partir del primer dia post-reto en la R:
(LMM: L-ratio = 6.03, p = 0.01; Fig. 5; Tabla 5) y el Cuv (L-ratio = 24.04, p < 0.0001; Fig. 5;
Tabla 5), asi como una relacién negativa entre el Cyy y el peso (LMM: L-ratio =7.07, p =
0.008; Tabla 5); mientras que para el Cau Se observé un aumento lineal en el tiempo a
partir del primer dia post-reto (LMM: L-ratio = 12.41, p = 0.0004; Fig. 5; Tabla 5), asi como
una relacién positiva entre éste y el peso (LMM: L-ratio = 5.10, p = 0.02; Tabla 5). En el
caso de la Rmaxdel vientre de los machos, los cambios en el tiempo no fueron
estadisticamente significativos (LMM: L-ratio = 1.63, p = 0.20; Fig. 5; Tablas 5). Y para la
coloracion de las hembras de los tres tratamientos se observé una disminucion lineal en la

R: a través de los dias post-reto (LMM: L-ratio = 5.86, p = 0.02; Fig. 6; Tabla 6), mientras
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gue para la Rmax Y el Cuvse observo un aumento en los primeros dias post-reto seguido de
una disminucidn en los altimos dias post-reto por efecto del tiempo?, (LMM’s: L-ratio =
7.24, p =0.007 y L-ratio = 8.62, p = 0.003, respectivamente; Fig. 6; Tabla 6). El Canaranjado
mostré un aumento gradual desde los primeros dias post-reto (LMM: L-ratio =11.70, p =
0.0006 ; Fig. 6; Tabla 6) mientras que en el Crjo Se observé una disminucién durante los
primeros dias post-reto seguido de un aumento en los Ultimos dias post-reto por efecto

del tiempo? (LMM: L-ratio = 6.41, p = 0.01; Fig. 6; Tabla 6).
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Figura 2. No hay diferencias segun el tratamiento (LPS, PBS y sin indculo) a través de los dias pre y post-
reto inmune, en la velocidad maxima (Vmax) y velocidad sostenida (Vs), en lagartijas machos y hembras. La
linea roja punteada divide la grafica en el dia pre-reto y en los dias 3-5 post-reto. La linea gris muestra el
cambio a través del tiempo? en todas las lagartijas. Las graficas se realizaron con los datos crudo (Promedio
+ EE). n = 38 machos, 40 hembras.
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Tabla 3. Resultados de los modelos lineales de efectos mixtos, con la identidad del individuo como
variable aleatoria, para investigar el efecto del tratamiento a través del tiempo sobre la velocidad maxima
(Vmax) y la velocidad sostenida (Vs), en lagartijas machos y hembras. No se obtuvieron efectos del
tratamiento a través del tiempo en ningun caso. En negritas los términos significativos de los modelos
reducidos. n = 38 machos, 40 hembras

Estimado  EE t p
Vmax
(Intercepto) -0.08 0.06 -1.34 0.18
Tratamiento 0.02 0.09 0.27 0.79
Tiempo 0.19 0.08 253 0.01
Tiempo? 0.32 0.15 2.13 0.04

Tratamiento x Tiempo 0.01 0.11 0.14 0.89

Vs

(Intercepto) 0.002 0.04 0.06 0.95
Tratamiento 0.03 0.09 035 0.73
Tiempo 0.09 0.05 158 0.12

Tratamiento x Tiempo 0.12 0.11 114 0.26

Los modelos iniciales incluyeron los siguientes variables independientes e interacciones: tratamiento +
tiempo + tiempo? + peso + sexo + tratamiento x tiempo + tratamiento x tiempo? + tratamiento x sexo + sexo
X tiempo + sexo x tiempo? + tratamiento x tiempo x sexo + tratamiento x tiempo? x sexo.

En el caso de Vs, el modelo no difiere del modelo nulo.

Efectos aleatorios: Vmax = 0.25; Vs =0.2
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Figura 3. No hay diferencias segun el tratamiento (LPS, PBS y sin indculo) a través de los dias pre y post-
reto inmune, en la temperatura corporal (Tc) y su coeficiente de variacion (CV de T¢), en lagartijas machos
y hembras. La linea roja punteada divide la grafica en el dia pre-reto y en los dias 3-5 post-reto. Las lineas
grises muestran el cambio a través del tiempo? en todas las lagartijas. Las graficas se realizaron con los datos
crudo (Promedio * EE). n = 38 machos, 40 hembras.
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Figura 4. Diferencias sexuales en la temperatura preferida (7,) y su coeficiente de variacion (CV de T¢). Las
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Tabla 4. Resultados de los modelos lineales de efectos mixtos, con la identidad del individuo como
variable aleatoria, para investigar el efecto del tratamiento a través del tiempo sobre la temperatura
corporal promedio (T¢) y su coeficiente de variacion (CV de T), en lagartijas machos y hembras. No se
obtuvieron efectos del tratamiento a través del tiempo en ningln caso. En negritas los términos
significativos de los modelos reducidos. n = 38 machos, 40 hembras

Estimado  EE t p
Te
(Intercepto) 0.11 0.05 212 0.04
Sexo 0.27 0.08 3.46 0.001
Tratamiento -0.006 0.08 -0.08 0.94
Tiempo -0.01 0.08 -0.15 0.88
Tiempo? -0.45 0.15 -3.06 0.002

Tratamiento x Tiempo 0.03 0.11 0.28 0.78

CVde Tc

(Intercepto) 0.0006 0.04 0.02 0.10

Sexo -0.21 0.07 -2.90 0.005
Tratamiento -0.04 0.07 -0.51 0.61

Tiempo -0.14 0.06 -2.29 0.02

Tratamiento x Tiempo 0.12 0.12 100 0.32
Los modelos iniciales incluyeron los siguientes variables independientes e interacciones: tratamiento +
tiempo + tiempo? + peso + sexo + tratamiento x tiempo + tratamiento x tiempo? + tratamiento x sexo + sexo
X tiempo + sexo x tiempo? + tratamiento x tiempo x sexo + tratamiento x tiempo? x sexo.
Efectos aleatorios: Tc=0.24 ; CV de T: = 0.1
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Figura 5. No hay diferencias segun el tratamiento (LPS, PBS y sin indculo) a través de los dias pre y post-
reto inmune, en la reflectancia total (R:), el tono (Rmax), €l croma UV (Cuv) y el croma azul (Cazu), €n
lagartijas machos. La linea roja punteada divide la grafica en el dia pre-reto y en los dias 1,3-5 post-reto. Las
lineas grises muestran el cambio a través del tiempo en todas las lagartijas. Las graficas se realizaron con los
datos crudos (Promedio + EE). n = 38 machos
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Tabla 5. Resultados de los modelos lineales de efectos mixtos, con la identidad del individuo como
variable aleatoria, para investigar el efecto del tratamiento a través del tiempo sobre la reflectancia total
(R:), el tono (Rmax), el croma UV (Cuv) y el croma azul (Cazu), en lagartijas machos. No se obtuvieron efectos
del tratamiento a través del tiempo en ningulin caso. En negritas los términos significativos de los modelos
reducidos. n = 38 machos

Estimado  EE t p
Rt
(Intercepto) 0.0006 0.07 -0.008 0.10
Tratamiento 0.20 0.14 1.40 0.17
Tiempo -0.16 0.06 -2.47 0.02

Tratamiento x Tiempo -0.002 0.13 -0.01 0.99

Rmax

(Intercepto) 0.00005 0.07 0.0007 o0.10
Tratamiento -0.14 0.14 -1.002 0.33
Tiempo 0.08 0.06 1.28 0.20

Tratamiento x Tiempo 0.14 0.13 1.04 0.30

Cuv

(Intercepto) 0.47 0.17 2.72 0.008
Tratamiento 0.08 0.11 0.70 0.49
Tiempo -0.34 0.07 -5.13 0.000
Peso -0.06 0.02 -2.87 0.008

Tratamiento x Tiempo 0.01 0.13 -0.07 0.94

Cazul

(Intercepto) -0.51 0.23 -2.18 0.03
Tratamiento 0.08 0.15 0.50 0.62
Tiempo 0.18 0.05 3.59 0.000
Peso 0.06 003 229 0.03

Tratamiento x Tiempo 0.06 0.10 -0.63 0.53

Los modelos iniciales incluyeron las siguientes variables independientes: tratamiento + tiempo + tiempo? +
peso + tratamiento x tiempo + tratamiento x tiempoZ.

En el caso de Rmax , €l modelo no es diferente del modelo nulo.

Efectos aleatorios: R:¢=0.33; Rmax = 0.32; Cuv = 0.23; Cozui = 0.40
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Figura 6. No hay diferencias segun el tratamiento (LPS, PBS y sin indculo) a través de los dias pre y post-
reto inmune, en la reflectancia total (R:), el tono (Rmax), el croma UV (Cuv), el croma anaranjado (Canaranjado)
ni el croma rojo (Crojo), en lagartijas hembras. La linea roja punteada divide la grafica en el dia pre-reto y en
los dias 1,3-5 post-reto. Las lineas grises muestran el cambio a través del tiempo y del tiempo? en todas las
lagartijas. Las graficas se realizaron con los datos crudos (Promedio + EE). n = 40 hembras
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Tabla 6. Resultados de los modelos lineales de efectos mixtos, con la identidad del individuo como
variable aleatoria, para investigar el efecto del tratamiento a través del tiempo sobre la reflectancia total
(R:), el tono (Rmax), el croma UV (Cuv), el croma anaranjado (Canarandjado) Y €l croma rojo (Crojo), €n lagartijas
hembras. No se obtuvieron efectos del tratamiento a través del tiempo en ningln caso. En negritas los
términos significativos de los modelos reducidos. n = 40 hembras

Estimado  EE t p
Rt
(Intercepto) -0.000 0.05 -0.002 0.10
Tratamiento 0.08 0.11 0.72 0.48
Tiempo -0.14 0.06 -2.43 0.02

Tratamiento x Tiempo -0.03 0.11 -0.26 0.80

Rmax

(Intercepto) 0.09 0.06 1.34 0.18
Tratamiento 0.10 0.11 0.93 0.36
Tiempo -0.04 0.05 -0.65 0.52
Tiempo? -0.34 0.13 -2.70 0.008

Tratamiento x Tiempo 0.12 0.11 1.11 0.27

Cuv

(Intercepto) 0.07 0.07 1.07 0.28

Tratamiento -0.12 0.12 -0.97 0.34

Tiempo -0.39 0.04 -9.48 0.000
Tiempo? -0.28 0.10 -2.95 0.004

Tratamiento x Tiempo 0.13 0.08 1.61 1.11

Canaranajado

(Intercepto) -0.09 0.06 -1.43 0.16

Tratamiento 0.07 0.11 0.64 0.53

Tiempo 0.38 0.05 8.38 0.000
Tiempo? 0.37 0.11 3.45 0.000

Tratamiento x Tiempo -0.10 0.09 -1.06 0.29

Croja

(Intercepto) 0.04 0.08 0.57 0.57
Tratamiento 0.16 0.15 1.09 0.28
Tiempo 0.20 0.03 7.26 0.000
Tiempo? -0.16 0.06 -2.54 0.01

Tratamiento x Tiempo -0.02 0.06 -0.28 0.78
Los modelos iniciales incluyeron las siguientes variables independientes: tratamiento + tiempo + tiempo? +
peso + tratamiento x tiempo + tratamiento x tiempoZ.
Efectos aleatorios: Rt = 0.27; Rmax = 0.29; Cuv = 0.34; Canaranajado = 0.31; Crojo = 0.44
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9. DISCUSION

9.1. Ausencia de disyuntivas

Los resultados de este estudio sugieren que en machos y hembras de S. grammicus
después de un reto inmune con LPS durante la época reproductiva no se comprometieron
el desempefio locomotor, la coloracion ni la termorregulacion (Tabla 7). En general, el uso
del LPS como método para evaluar el costo de montar una respuesta inmune ha sido
utilizado con éxito en lagartijas (Tabla 1) y otros reptiles (Ibafiez et al. 2014; Todd et al.
2016), asi como en aves (Torres y Velando 2007; Velando et al. 2014; Maston et al. 2015) y
mamiferos (Arsenault et al. 2014). Sin embargo, también existen casos en los que no se
obtienen disyuntivas de historia de vida en lagartijas y mamiferos después de un reto
inmune con LPS (Stockmaier et al. 2015; Smith et al. 2017). Ademas, estudios con otros
inmunogénicos, como bacterias vivas o muertas, ectoparasitos o hemopardsitos, tampoco
han obtenido las disyuntivas esperadas en distintos reptiles (Laburn et al. 1981; Zurovsky
et al. 1987; Hallman et al. 1990; Schall, 1990; Ortega et al. 1991; Don et al. 1994; Burns et
al. 1996) y otros ectotermos como peces (Marx et al. 1984).

La aparente ausencia de compromisos en estudios de retos inmunes puede
deberse a errores durante el método para activar el sistema inmune, entre los que se
cuentan el uso de una dosis de inmunogénico inapropiada o un error en la temporalidad
de las medidas post-reto. Sin embargo, el protocolo experimental que seguimos es similar,
en los aspectos mencionados, al usado en estudios en lagartijas que han utilizado LPS: (1)
para provocar que los individuos monten una respuesta inmune y en los que se ha medido

y encontrado un incremento en diversos componentes del sistema inmune, como en el
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porcentaje de fagocitosis de las células del vaso y en la concentracién de anticuerpos
especificos al LPS (Saad y El Deeb 1990; Mondal y Rai 2001; Mondal y Rai 2002; Brace et
al. 2015), asi como (2) para investigar si existen disyuntivas con otras funciones ligadas a la
adecuacién, como la termorregulacion, el desempeno locomotor y la coloracion, y en los
que se han encontrado disyuntivas (ver Tabla 1). Con la excepcion de que otros estudios
han buscado disyuntivas entre coloracién y sistema inmune un mes después del reto
inmune (Ibafiez et al. 2014; Lopez et al. 2009a), y no unas horas después como hicimos en
este estudio.

A pesar de esa diferencia en el método, se sabe que los cambios en la coloracién
son dinamicos y a corto plazo, es decir ocurren de un dia a otro, en lagartijas del mismo
género que la especie de estudio (Langklide y Boronow 2012) y en la especie de estudio
(Fuentes en prep.). Igualmente, se sabe que en lagartijas por lo general los cambios en la
termorregulacion y el desempeno locomotor son dinamicos (Deen y Hutchison 2001;
Merchant et al. 2008; Zamora-Camacho et al. 2015; Zamora-Camacho et al. 2016; Iglesias-
Carrasco et al. 2016). Ademas, los cambios a través del tiempo obtenidos en este estudio
corroboran que los tres aspectos que medimos de S. grammicus son dinamicos. Por lo
tanto, aunque una limitante del presente estudio es que no se midieron los niveles de
anticuerpos especificos a LPS para evaluar si la aplicacion del reto inmune efectivamente
produjo la respuesta inmune esperada, es poco probable que la falta de compromisos
entre montar una respuesta inmune y el desempefio locomotor, la termorregulaciéony la
coloracién desplegada por la lagartija del mezquite se deba a un problema con la dosis

aplicada o la temporalidad de las medidas post-reto.
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Otros factores que podrian haber influido en los resultados obtenidos en este
estudio son la condicion inicial de los individuos y la cantidad de alimento que recibieron
durante el experimento, ya que aquellos individuos con mejor condicidon y mas recursos
alimenticios pueden cubrir mejor los costos de los distintos rasgos de historia de vida
(Stearns 1992; ver ejemplo en Husak et al. 2016). Sin embargo, en nuestro estudio, las
lagartijas en los diferentes tratamientos no difirieron en la LHC, el peso inicial (Tabla 3), ni
el peso final (t = 0.61, p = 5.46). Ademas en otros experimentos de retos inmunes, a pesar
de que las lagartijas son alimentadas ad libitum, siguen presentando disyuntivas de
historia vida (Zamora-Camacho et al. 2015, Zamora-Camacho et al. 2016; Iglesias-Carrasco
et al. 2016). Por lo que no es probable que la condicidn inicial o la alimentacién durante el
experimento hayan influido en los resultados encontrados.

Asumiendo que las lagartijas que recibieron un reto inmune en nuestro
experimento montaron una respuesta inmune, existen varias explicaciones biolégicas que
podrian explicar nuestros resultados. Primeramente, algunos parasitos no estan asociados
con los costos que generalmente son esperados, por lo que el no encontrar compromisos
entre las variables estudiadas podria deberse a que no se midieron los atributos
adecuados. Por ejemplo, en Uta stansburiana, la inversion reproductiva y la condicion
corporal no estan relacionadas con su carga parasitaria, mientras que ésta ultima si esta
relacionada positivamente con la actividad para matar bacterias (medida del sistema
inmune) (Spence et al. 2016). Los resultados del estudio anterior indican que a pesar de
que la presencia de parasitos activo el sistema inmune, éste Ultimo no comprometio los

rasgos de historia de vida medidos. Que no se hayan medido los atributos adecuados en
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nuestro estudio es poco probable, ya que medimos algunos de los rasgos principales de |a
supervivencia y reproduccion de las lagartijas, que ademas se relacionan fisioldgicamente
con el sistema inmune.

Alternativamente, es posible que por efecto de factores extrinsecos, como la
altitud y/o la calidad térmica del ambiente, se pueda generar variacion interpoblacional o
individual en la activacidn del sistema inmune, como sucede con otros rasgos de historia
de vida de S. grammicus (Lemos-Espinal y Ballinger 1995; Ortega-Rubio et al. 1999;
Zuiiga-Vega et al. 2008; Gémez en prep.). Por ejemplo, en algunas montafias volcanicas
del centro de México, las poblaciones de S. grammicus que habitan zonas de baja altitud
(2 480 msnm) tienen una tasa de crecimiento mas rdpida, y por lo tanto alcanzan el
tamafio de maduraciéon mas rapido y la edad de maduracién mas temprano, en
comparacion a poblaciones que habitan sitios mas elevados (3 200-4 400 msnm) (Lemos-
Espinal y Ballinger 1995; Ortega-Rubio et al. 1999; Zuiiiga-Vega et al. 2008). Zufiga-Vega
et al. (2008), sugieren que lo anterior podria ser explicado porque los individuos de baja
altitud pueden mantener una temperatura corporal éptima por periodos de tiempo mas
largos, lo que optimiza la eficiencia metabdlica y por consiguiente el crecimiento, asi como
otras funciones de las lagartijas (Shine 2005).

En otro estudio, realizado también en el Parque Nacional La Malinche, se obtuvo
experimentalmente que independientemente de la altitud (2 600, 3 100 y 4 200 msnm),
cuando un organismo de S. grammicus tiene acceso a poder mantener una temperatura
corporal por arriba de 30°C el desempefio locomotor se optimiza (Gomez en prep.); y que

los individuos que viven a altitudes intermedias (3 100 msnm) tienen el mayor desempefio
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locomotor, quiza por tener acceso a mejores recursos térmicos. Por lo tanto, de acuerdo a
nuestros resultados, es posible que durante la época reproductiva, las lagartijas de S.
grammicus que habitan a 2 400 msnm en el volcdn La Malinche y/o que tienen acceso a
mantener temperatura corporal éptima, cuenten con los recursos necesarios para
defenderse de patdgenos sin desviar recursos de otros componentes importantes de vida
como la coloracién y el desempeiio locomotor.

Por otro lado, se sabe que varias especies de lagartijas invierten en la defensa
inmune (o en la reproduccion) en funciéon de lo largo (o corto) de su ciclo de vida, estd
ultima, caracteristica que suele estar relacionada con el gradientes latitudinal o altitudinal
(Scharf et al. 2015). Por ejemplo, Smith et al. (en prep.) encontraron que lagartijas Uta sp.
de latitudes mas bajas son de vida mas corta e invierten mas en la reproduccion que en el
sistema inmune; mientras que individuos mas nortefios de vida larga invierten de manera
inversa. Los autores sugieren que los resultados anteriores se deben a que en latitudes
mas bajas, las lagartijas priorizan la reproduccién inmediata, lo que trae consecuencias en
la supervivencia futura; mientras que en latitudes mayores invierten mas en el sistema
inmune, con lo que se incrementarian sus probabilidades de sobrevivir y reproducirse en
temporadas posteriores. Por lo tanto, de acuerdo a la hipdtesis anterior y a nuestros
resultados, es posible que las lagartijas utilizadas en este estudio, de latitudes (o altitudes)
bajas, tengan ciclos de vida mas cortos e inviertan mas en la reproducciéon inmediata. Lo
que implicaria que al activar una respuesta inmune no asignen recursos y por consiguiente
que no se generen disyuntivas entre activar el sistema inmune y la coloracion o el

desempeiio locomotor, asi como consecuencias en su supervivencia futura. Para
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comprobar si esto es lo que pasa en S. grammicus, seria necesario realizar un estudio
similar al nuestro en individuos de latitudes (o altitudes), en los que si se esperarian
disyuntivas entre la funcién inmune y el desempefio locomotor y/o la coloracién, asi como
ciclos de vida mas largos.

Finalmente, no podemos descartar que las lagartijas de este estudio posiblemente
sufrieron inmunosupresion, por efecto de la testosterona (Olsson 2000) o por altos niveles
de estrés ocasionados por el cautiverio y la manipulacién (Dhabhar y McEwen 1997). El
efecto de una inmunosupresion da como resultado que los niveles de actividad del
sistema inmune disminuyan, mas no que se inhiban por completo (Mondal y Rai 2002).
Por lo tanto, sugerimos que si se presentd dicha inmunosupresiéon durante nuestro
experimento, ésta Ultima no podria haber enmascarado por completo que los individuos
experimentales presentaran: fiebre, una disminucion en el desempefio locomotor y/o una

disminucion en la coloracion a comparacion de los individuos controles.
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Tabla 7. Resumen de los términos que tuvieron efecto sobre los indices de desempefio locomotor,
termorregulacion y coloracion. Con * los términos significativos.

Tratamiento x Tiempo
Tratamiento x Tiempo?
Tratamiento x Sexo x

Tratamiento x Sexo x
Tiempo?

Sexo x Tiempo?
Tiempo

Tratamiento
Sexo x Tiempo

Sexo
Peso

*| Tiempo
*| Tiempo?

69 Vmax

d9 Vs

deTe

A9 T.decV * *

& Ry

& Remax

3 Cuv

& Cazui

9 R:

9 Rmax

Q Cuv

9 Canaranjado

9 Crajo
Vmax: velocidad maxima; Vs: velocidad sostenida; Tc: temperatura corporal; T de CV: coeficiente de variacidon
de la T¢; Re: reflectancia total; Rmax: reflectancia maxima; Cuv: croma UV; Cozui: croma azul; Canaranjado: Croma
anaranjado; Crjo: croma rojo; : macho; 9: hembra.

*
*
*

*

*| ¥ ¥| ¥| ¥| *| %

*| %] ¥| %

9.2. Cambios a través del tiempo

Independientemente del tratamiento, las lagartijas experimentaron cambios a lo largo del
tiempo que durd el experimento en todas las variables estudiadas (Tabla 7). Estos cambios
podrian estar relacionados con altos niveles de estrés y un consecuente incremento
crénico en los niveles de glucocorticoides, resultado de la manipulacion. A continuacién
mencionaré tres de los efectos del estrés crénico que tienen relevancia para explicar
nuestros resultados. El primero es que, en algunos reptiles, la manipulacion excesiva

(inocular a los individuos, cambiarlos de jaula varias veces al dia, medirlos varias veces al
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dia, entre otros) causa un tipo de fiebre conocida como fiebre emocional, como se
demostrd en tortugas Clemmys insculpta y lagartijas Callopistes maculatus (Cabanacy
Gosselin 1993; Cabanac y Bernieri 2000). Por lo tanto, es posible que en nuestro estudio el
aumentd en la temperatura corporal y la disminucion en la precisidon de termorregulacion
a través del tiempo, asi como las diferencias sexuales en estos atributos, sean resultado de

una fiebre emocional por efecto del estrés inducido por la manipulacion.

El segundo efecto negativo de altos niveles de estrés es que en vertebrados se
sabe que inducen catabolismo muscular, es decir el estrés crénico inhibe la sintesis de
proteinas y estimula la degradacion del musculo esquelético (Marra y Holberton 1998;
Hasselgren 1999). Por lo tanto, es posible que la disminucidn en la velocidad sea resultado
de que el estrés debilitd los musculos necesarios para una alta capacidad locomotora en

todas las lagartijas.

Y el tercer efecto negativo que se ha demostrado experimentalmente es que el
aumentar el nivel de glucocorticoides en lagartijas Lacerta vivipara provoco una inversion
terminal hacia la coloracion (Fitze et al. 2009; Cote et al. 2010). Por lo tanto, otro efecto
del estrés podria ser el aumento obtenido en algunas caracteristicas de la coloracidn
ventral, como el croma azul en machos y el croma rojo en hembras (cambios
independientes del aumento en la temperatura, LMM’s: p 2 0.47; y acompainados de una
disminucion en el croma UV, dada por limitaciones en la cantidad de luz que reflejan los
iridéforos cuando tienen un arreglo que permite ampliar el area de absorcidn de luz de los

pigmentos: Ligon et al. 2016). A futuro seria interesante investigar si este aumento en la
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coloracidén esta relacionado con el estrés crdnico, ya que en caso de ser asi, podria

significar una inversion terminal en la coloraciéon de ambos sexos.

En conjunto, los resultados de cambios en el tiempo en distintas caracteristicas de
la coloracién, el desempefio locomotor y la termorregulacidn, a pesar de que no cubren
los objetivos de este estudio, indican que en época reproductiva existen otros factores,
diferentes al sistema inmune (por ejemplo, los glucocorticoides), que pueden estar

jugando un papel muy importante en la vida de las lagartijas.

9.3. Peso, croma azul y croma UV en machos

Como parte de nuestros resultados, el peso se relaciond positivamente con el croma azul
y negativamente con el croma UV en machos. Estos resultados, sugieren que en época
reproductiva, los organismos de mayor peso pueden mantener una saturacion azul alta
(que como mencionamos anteriormente conlleva a una disminucion en la saturacién UV);
mientras que los organismos de menor peso no son capaces de mantener una
saturaciones azul alta (lo que elimina la limitacion de presentar saturaciones UV altas). Y
ademas, revelan que el peso en si es un buen indicador de la condicién de los organismos,
especialmente cuando esta estrechamente relacionado con la talla (LHC en lagartijas),

como sucede en este estudio.
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10. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos y lo previamente discutido, surgen nuevas preguntas por
resolver: ¢ La calidad térmica del ambiente puede influir en las disyuntivas de historia de
vida entre la funcidon inmune y la reproducciéon o supervivencia? ¢ Especies de latitudes o
altitudes mas altas tendran una vida mas larga, mas eventos reproductivos y priorizaran
asignar recursos al sistema inmune para sobrevivir y reproducirse en eventos
reproductivos futuros? ¢Habra repercusiones a largo plazo en la supervivencia de esta
especie por efecto de retos inmunes? ¢Habra disyuntivas con otros atributos no
abarcados en este estudio? Y adicionalmente, ¢ Cual es el papel del estrés en la historia de
vida de las lagartijas y que disyuntivas puede inducir?

Sugerimos que en estudios futuros investigando disyuntivas de historias de vida
entre la inmunidad y otras funciones ligadas a la adecuacién, se incluyan medidas del
sistema inmune, como anticuerpos especificos, para confirmar la activacion del mismo y
brindarle mayor poder explicativo a los resultados, especialmente a aquéllos que no
cumplen las predicciones generalmente esperadas para estudios de retos inmunes.

El que después de activar experimentalmente una respuesta inmune en S.
grammicus no provoqué una respuesta febril, ni se comprometa el desempeno locomotor
y/o coloracién de machos ni de hembras, sugiere que las lagartijas habitan una region
altitudinal con los recursos térmicos suficientes para optimizar una respuesta inmune sin
desviar recursos hacia la reproduccion via la coloracion ni hacia la supervivencia via
desempeno locomotor. Alternativamente, nuestros resultados sugieren que, durante la

época reproductiva la lagartija del mezquite no prioriza la asignacion de recursos hacia el
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sistema inmune, sino hacia la reproduccion inmediata, lo que traeria consecuencias a su
supervivencia futura. En resumen, este estudio nos muestra que en organismos
ectotermos los compromisos entre la inversidon en una respuesta inmune y otros rasgos
ligados a la adecuacién no son una generalidad, como sucede en endotermos;
posiblemente debido a que en ectotermos los compromisos estén mediados por otros

factores extrinsecos (e.g. ambientales o geograficos).
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ANEXO 1
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Figura 7. Coloracion de los parches ventrales de S. grammicus: a. hembra con parches ventrales color

anaranjado; b. macho con parches azules.



ANEXO 2

Figura 8. Captura y marcaje: a. captura con cafa de pescar y lazo; b. identificacién con etiquete numerada
sobre el dorso en la parte anterior a la cola de la lagartija.



ANEXO 3
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Figura 9. Diferencia (4) de temperatura corporal (T,.) y de velocidad maxima (V,,q): a. y d. en el dia 3 post-
reto inmune (4 = dia 3 post-reto — dia pre-reto); b. y e. en el dia 4 post-reto (4 = dia 4 post-reto — dia pre-
reto); c. y f. en el dia 5 post-reto (4 = dia 5 post-reto — dia pre-reto).

Realizamos una prueba piloto previa a este trabajo para (1) asegurarnos de que la dosis fuera la
correcta para activar la respuesta inmune de las lagartijas de nuestra poblacién y para (2) detectar
en que dias se expresa el pico de respuesta inmune, es decir, en que dias observamos fiebre y/o
una disminucion en el desempefio locomotor o coloracién. Para esto capturamos 15 individuos S.
grammicus y les proporcionamos un dia de aclimatacion en laboratorio. Al dia siguiente realizamos

medidas pre-reto de: velocidad maxima (V,,) de 8:00 a 9:00 am, coloracién de 9:00 a 10:00 am y



temperatura promedio corporal (T;) de 10:00 am a 18:00 pm. El mismo dia, retamos su sistema
inmune con 1 mg de LPS (LPS de Escherichia coli) diluido en 1mL de solucién salina fosfatada (PBS)
a las 19:00 pm. Utilizamos distintas dosis como tratamiento con base a Sousa do Amaral et al.
(2005). Para formar el grupo experimental 1, 5 lagartijas fueron inoculadas con una dosis baja de
LPS (0.0025 mg de LPS/g de masa corpal. Otras 5 lagartijas fueron inoculadas con una dosis alta
(0.005 mg de LPS / g de masa corporal) para formar el grupo experimental 2. Y las ultimas 5 con el
mismo volumen de PBS pero sin LPS, para formar el grupo control. Durante los siguientes 5 dias
posteriores al reto inmune con distintas dosis, realizamos medidas repetidas de desempefio
locomotor, coloracién y termorregulacion, en el mismo horario que las medidas pre-reto. De los
datos obtenidos no fue posible realizar andlisis estadisticos debido a que el tamafio de muestra
fue insuficiente por cuestiones éticas. Sin embargo, en graficas exploratorias, observamos que
dentro de los dos primeros dias post-reto no hay diferencias entre los tres tratamientos
comparados al dia pre-reto. Mientras que durante los dias 3 y 4 post-reto hay una disminucion en
la V,, de individuos con dosis alta a comparacion del dia pre-reto (Fig. 9a-c). Ademas, del dia 3 al 5
post-reto, hay cambios drasticos en la T, de los individuos con de dosis alta (Fig. 9d-f). A partir de
éstos patrones se determind (1) utilizar la dosis de mayor concentracién de LPS para el trabajo, asi
como (2) medir el desempefio locomotor y termorregulacion de los dias 3 a 5 post-reto. Por
problemas con el software del espectrémetro no se pudieron descagar los datos de coloracién,

por lo tanto se midié la coloracion durante los 5 dias post-reto.



ANEXO 4
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Figura 10. Secuencia fotografica de una carrera de velocidad. Orden de la secuencia: de arriba a abajo y de
izquierda a derecha. En la parte de arriba de cada fotografia se observa el tiempo que marca el cronémetro,
y se confirma que el tiempo entre foto y foto es de 0.3 s. Los circulos rojos sefialan la posicidn de la lagartija
sobre la pista: en la primer fotografia esta al inicio de la pista y en el resto de las fotografias avanza sobre la
pista de carreras al ser perseguida por una mano (siempre de la misma persona). La pista de carreras esta
dividida en cms. Con el material fotografico obtuvimos la distancia recorrida por cada lagartija entre foto y
foto (d), asi como la distancia y tiempo total de cada carrera (d; y t;, respectivamente), datos con los que
calculamos la velocidad maxima y sostenida (v, =d /0.3 sy vs = d;/ t;, respectivamente).



ANEXO 5

Figura 11. Medicion de la coloracién parches ventrales. En la figura se observa el espectémetro (a la
izquierda), el cual esta conectado a una sonda de luz continua. La sonda estd recubierta de cinta gris para
aislarla de la luz externa. La sonda se colocé en un angulo de 45° y a 5 mm de la superficie ventral de cada
lagartija (con ayuda de un accesorio soporte) para obtener una lectura de color.



ANEXO 6
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Figura 12. Reflectancia (promedio * EE) pre-reto mostrada a intervalos de 10 nm: a. parche ventral azul de
machos; b. parche ventral anaranjado de hembras. Las lineas punteadas verticales dividen al espectro de
machos en la regiones UV (300-400 nm) y azul (450-490 nm); y al de hembras en las regiones UV, anaranjada
(500-620 nm) y roja (620-700 nm). Entre los 481-495 y los 524-545 nm se observan los valores andmalos
eliminados de los analisis estadisticos.



ANEXO 7

Figura 13. Medicién de la temperatura corporal (Tc). En esta figura se puede ver como insertamos un
catéter metalico conectado a un termdémetro en la cloaca del individuo para obtener una lectura de su
temperatura corporal (en este caso de 27.2 °C).
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