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RESUMEN

PROPOSITO. Buscamos responder si las hembras realizan inversién terminal para atraer
pareja. Se utilizé al escarabajo Tenebrio molitor porque ambos sexos eligen pareja.

METODOS (1) En primer lugar, se registré la supervivencia (cada 24 horas después del
tratamiento) con respecto a distintas dosis para saber cual o cudles se utilizarian en las
pruebas conductuales. Para inducir la respuesta inmunitaria, se utilizé un Lipopolisacarido
(LPS) de E. coli en tres concentraciones: 1 mg/ml™*, 0.5 mg/ml™' y 0.25 mg/ml™. Se utiliz6 el
herbicida Paraquat para generar estrés oxidante: 80 mM, 60 mM y 20 mM. (2) Se
realizaron pruebas conductuales para responder si las hembras son capaces de enganar a
los machos. Para esto se utilizaron cajas de eleccion de pareja, donde se colocaban dos
hembras (control y tratamiento) y se registré durante 10 minutos el tiempo que el macho
visité a cada hembra. Las pruebas conductuales fueron realizadas 3 horas después de la
aplicacion de Paraquat en un grupo y 24 horas después de la aplicacién del LPS para el
otro. (3) Para los analisis estadisticos se realizaron pruebas de supervivencia
(Kaplan-Meier) y pruebas pareadas de T de student.

RESULTADOS. (1) No se encontraron diferencias significativas en la supervivencia entre
las diferentes dosis de las hembras tratadas con LPS. Al contrario de lo esperado, se
observo un efecto de hormesis para las hembras tratadas con 0.25 mg ml™" y ningln efecto
significativo para las otras dosis. Sin embargo, si se encontraron diferencias significativas
en la supervivencia de las hembras tratadas con Paraquat: las hembras control vivieron
mas que las hembras inyectadas con 20 mM, pero las hembras con 20 mM no vivieron
mas que las hembras tratadas con 60 mM, mientras que las de 60 mM vivieron mas que
las de 80 mM. (2) Las hembras tratadas con LPS no fueron tan atractivas como las
hembras control. No obstante, las hembras tratadas con Paraquat si engafiaron a los
machos. Las hembras tratadas con 20 mM atrajeron a los machos de la misma manera
que las hembras control. Sin embargo, al duplicar la dosis (40 mM), las hembras atrajeron
significativamente mas a los machos que las hembras control. Finalmente, las hembras

tratadas con Paraquat 80 mM fueron menos atractivas que las hembras control.

DISCUSION. Encontramos evidencia de inversién terminal en hembras para atraer a los
machos. Sin embargo, también vimos que el estrés oxidante induce la inversién terminal
mientras que el reto con LPS no. Asimismo, mostramos que la estrategia es inducida
dependiendo de la intensidad del reto (dosis). Todo esto sugiere una compleja interaccion
entre la inversion terminal y el tipo y la dosis del agente estresante que se use. La
estrategia de inversién terminal por parte de las hembras abre la discusién sobre los
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sesgos que existen en la teoria de la seleccidén sexual, ya que mostramos un caso donde
la hembra toma la ofensiva, contradictorio a lo que se ha propuesto con los “papeles de
sexo” tradicionales, donde el papel de la hembra es pasivo. Finalmente, mostramos que el
apoyo a la hipotesis de engafio por medio de inversidn terminal o sefalizacién honesta de
condicion dependen de la dosis. Esto, en conjunto, deberia explorarse antes de apoyar o
descartar ambas hipotesis.



ABSTRACT

PURPOSE. We set out to investigate whether females have the capacity to carry out
terminal investment in terms of sexual signalling. We used the mealworm Tenebrio molitor,

as this species is known to have mutual mate choice.

METHODS. (1) We carried out survival experiments in order to adjust the dose required in
the behavioural trials. After we applied the treatment, survival was registered every 24
hours. In order to induce the immune response, we utilised a Lipopolisaccharide from E.
coli under three concentrations: 1 mg/ml”, 0.5 mg/ml”" and 0.25 mg/ml™. In order to induce
oxidative stress, we used a herbicide called Paraquat under three concentrations: 80 mM,
60 mM and 20 mM. (2) In order to see if females can deceive the males, we carried out
mate choice trails. These experiments consisted of positioning two females (treatment and
control) in separate chambers of a box and registered the amount of time the male spent
with each female for 10 minutes. The trials for Paraquat were performed 3h after the
application of the treatment, whereas for the trials under LPS were performed after 24h of
the application. (3) Statistical analyses were performed in SPSS software. We underwent

survival analyses (Kaplan-Meier) and paired T-student tests.

RESULTS. (1) We did not find any significant differences between the three different doses
of the females that were treated with LPS. Contrary to our expectations, we found a
hormesis effect on females treated with 0.25 mg ml™", as they survived longer than their
control. Nonetheless, females treated with Paraquat did die significantly sooner that control
females: control females lived longer than those injected with 20 mM, even though females
injected with 20 mM did not live significantly longer or shorter than those injected with 60
mM. Lastly, females injected with 80 mM died sooner than the control females. (2) Females
treated with LPS did not carry out terminal investment. However, females treated with
Paraquat do deceit the males. Females that were administered the concentration of 20 mM
attracted males just as much as control females. On the other hand, females that were
treated with double that dose (40 mM) actually attracted males more than the control
females. Finally, females under the dose of 80 mM were less attractive than control

females.

DISCUSSION. We present evidence that females do carry out terminal investment to
attract males. However, the results show that some stressful agents trigger them to carry

out terminal investment (oxidative stress) and agents that do not (immune system



activation). Moreover, we show that this strategy is induced depending on the dosage. All of
this suggests a complex interaction between the presence of the terminal investment
strategy and the type and concentration of the inducing agent. Terminal investment by
females opens up the discussion about the pre-existing biases in sexual selection theory,
as our results demonstrate an example that challenges the traditionally established “sex
roles”, in which the female role is seen as passive. Finally, we show support for the
hypothesis that deceit by terminal investment or dishonest signalling is dose-dependent.
This should be explored further before accepting or rejecting such hypothesis.
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INTRODUCCION

La seleccion sexual conduce al dimorfismo sexual y a la elaboracién de costosos
ornamentos que atraen parejas para copular (Smith y Harper, 2003; Shuster, 2009). Estos
ornamentos son sefiales auditivas, olfativas, visuales o tactiles, cuya transmision de
informacion afecta la conducta del receptor (Boughman, 2017). Los ornamentos suelen
ser sefiales honestas de la condicion del portador (Rantala et al, 2003;
Contreras-Garduio et al., 2007; Krams et al., 2015). La condicién se define como la
capacidad relativa de mantener el funcionamiento 6éptimo de procesos celulares
esenciales (Hill, 2011). Se ha sugerido que los ornamentos mas elaborados son
producidos por los individuos que disponen de gran cantidad de recursos para elaborarlos
(Andersson, 1994) y/o por aquellos individuos que pueden conllevar los costos de
portarlos (como poder evitar la exposicidbn que un ornamento conspicuo sefala ante los
depredadores) (Zahavi, 1975). Por ejemplo, Hamilton y Zuk (1982) propusieron que los
ornamentos revelaban la resistencia a parasitos. Los autores utilizaron datos de
parasitemias en pajaros norteamericanos y juntaron informacién sobre su plumaje, canto y
peso para evaluar si aquellas especies con plumaje brilloso y canto elaborado
presentaban menor infeccion. Encontraron que aquellas especies con ornamentos mas
conspicuos estaban sujetas a parasitismo y, a su vez, sugirieron que estaban bajo una
presion selectiva por parte de las hembras. Partiendo de esto, se propuso que las sefales
eran indicadores de la defensa inmunitaria (Mgller, 1990; Mgller y Saino, 1994). Desde
este punto de vista, la seleccién sexual favorece las sefiales sexuales que brindan a las
parejas potenciales la informacion honesta sobre la condicidon de los portadores (Bradbury
y Vehrencamp, 2011; Dougherty, 2021). De acuerdo con esto, en aves se ha observado
una mayor preferencia de las hembras ante el canto elaborado o prolongado de los
machos (Balsby, 2000) ya que el canto funciona como una sefal de la condicion
nutricional del individuo (Buchanan et al. 2003; Alonso et al. 2010). En invertebrados, la

preferencia femenina se basa en las senales auditivas (Gray, 1997; Amorim et al., 2007;
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Amorim et al., 2013), sefales visuales (Backwell et al., 1995) o sefiales quimicas (Carazo
et al., 2004) que se correlacionan positivamente con algun parametro de la condicion del

portador.

Se ha planteado que los ornamentos son sefales honestas porque son costosas de
producir y mantener. Esto estd basado en que los organismos asignan su energia entre
tres componentes: crecimiento, reproduccién y mantenimiento/supervivencia (Stearns,
1992). Se sabe bien la forma en que los organismos asignan estratégicamente sus
recursos entre estos tres componentes para obtener el maximo beneficio (Reznick, 1985;
Stearns, 1989, 1992; Roff, 1992; Schlutter et al., 1991; Gustafsson et al., 1995; Reznick et
al., 2000). Williams (1966) propuso que los recursos deben maximizar la inversion en
reproduccion, pero debido a que las amenazas para los organismos pueden variar en
tiempo y espacio, es particularmente interesante estudiar el contexto en el que ocurren las
disyuntivas para maximizar el éxito reproductivo a corto y largo plazo. Por ejemplo, emitir
y mantener sefales para atraer parejas potenciales es altamente costoso (Dougherty,
2021). Consecuentemente, puede ocurrir que el organismo invierta en su reproduccién a
costa de la supervivencia en el momento que se enfrenta a un reto letal, lo que se conoce
como inversion terminal (Clutton-Brock, 1984). Con este tipo de estrategias, en el contexto
de seleccion sexual, los organismos pueden enganar a otros organismos sobre su
condicion real (Duffield et al., 2017). Por lo tanto, es importante entender qué condiciones

favorecen la produccion de sefiales enganosas y qué efecto produce en las poblaciones.

La asignacion de recursos entre crecimiento, reproduccion y mantenimiento somatico es
altamente sensible a la dinamica ambiental que enfrentan los organismos. Por ejemplo, el
estrés oxidante (Monaghan et al.,, 2008; Catoni et al., 2008), los retos inmunitarios
(Sheldon y Verhulst, 1996; Schnupf et al., 2013) y la dieta (Cotter et al, 2010)
desencadenan cambios en la asignacién de recursos. Es particularmente interesante

estudiar la asignacion de recursos entre la reproduccién, por un lado, y la defensa
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inmunitaria (Lochmiller y Deerenberg, 2000; Weil et al., 2006; Bowers et al., 2015; Guivier
et al., 2017), la defensa oxidante (Ruiz-Guzman et al., 2020) y la restriccion energética
(Barrett et al., 2009; Creighton et al., 2009; Krams et al., 2015), por el otro. Para el
organismo, estas disyuntivas presentan un reto cuya solucién debe optimizar la
asignacién de recursos para incrementar su éxito reproductivo. Debido a la limitacién de
los recursos, la asignacion puede devenir en una estrategia donde los individuos generan
‘enganos” para ganar eventos reproductivos, aunque enfrenten amenazas a su
supervivencia. Por ejemplo, la inversién terminal puede manifestarse como un incremento
de las senales sexuales a costa de la supervivencia (Carazo et al., 2004; Sadd et al,,
2006; Krams et al., 2015; An y Walman, 2016; Duffield, 2015; Hare et al., 2019;
Ruiz-Guzman et al., 2020), en donde los individuos de baja calidad engafian a sus parejas
potenciales, emitiendo sefales similares, o incluso mayores, a las que emite un individuo
de mejor condicion. Los machos de Tenebrio molitor expuestos a eventos que amenazan
la supervivencia, asignan mas recursos hacia la produccién de caracteres sexuales
secundarios (feromonas volatiles e hidrocarburos cuticulares) para atraer pareja, a costa
de su supervivencia (Carazo et al., 2004; Nielsen y Holman, 2012), haciendo de esto una
estrategia de inversiéon terminal por sefializacién. Por lo tanto, no todos los machos
revelan honestamente su condicion: algunos engafian a las hembras. Un punto
destacable es que, tipicamente, se propone que los machos toman la ofensiva y las
hembras resisten las estrategias manipuladoras de los machos (Chapman et al., 2003;
Roénn et al., 2007; Dougherty et al., 2017). Sin embargo, las hembras también cortejan a

los machos y ellas también podrian enganarlos y realizar inversion terminal.

La gran mayoria de los trabajos proponen que los machos cortejan y las hembras eligen
pareja, poniendo menos atencion a los caracteres sexuales femeninos como sefiales de
condicion (Graves y Eadie, 2020). Esto es a pesar de que se ha reportado que los machos
utilizan los ornamentos femeninos para elegir a sus parejas (Bonduriansky, 2001; Edward

y Chapman, 2011). Aunque los ornamentos sexuales extravagantes en hembras no se
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consideraban bajo una fuerte seleccion sexual (Amundsen, 2000a y 2000b), Amundsen y
Parn (2006) han revisado trabajos en ornamentos femeninos y reportaron que en las
ultimas décadas ha habido un incremento en los estudios versados en su evolucién y se
presentan como un resultado de la eleccion masculina, al igual que competencia
intrasexual. Por ejemplo, las feromonas emitidas por Lepidépteros son conocidos como
ornamentos sexuales para ambos sexos. Especificamente, Gonzales-Karlsson et al.,
(2021) mostraron que las hembras de Pectinophora gossypiella que varian en condicion
(tamano, estado nutricional y edad) también varian en la mezcla de feromonas que
emiten. Esto quiere decir que las feromonas, en este caso, actian como una sefal
honesta de la condicién. Ademas, mostraron que los machos utilizan las feromonas
emitidas por las hembras para elegir pareja y que, a su vez, aquellas hembras con el perfil
de feromonas menos preferido por los machos también ponen menos huevos que
aquellas hembras que eran mas preferidas por los machos. Este es un ejemplo directo del
beneficio en la adecuacién que tienen los machos en evaluar senales para la eleccion de
pareja. No obstante, cuanta inversion y qué estrategias utilizan las hembras para emitir
estas sefiales, son areas que garantizan investigacion. Hasta donde sabemos, este
fendmeno solamente se ha visto en machos y no se ha explorado si las hembras también
engafan a los machos a través de la inversion terminal. Esto mostraria que las hembras,
y no solamente los machos, toman estrategias ofensivas y enganan a la pareja. Asimismo,
es relevante realizar esta pregunta debido a que, mediante un engafo, la hembra podria
estar ganando cépula con un macho de mayor calidad que ella (Ruiz-Guzman et al., 2020;
Gonzales-Karlsson et al., 2021). De la misma manera, si el macho no fuera consciente del
engafo, al copular con una hembra de “buena” calidad, podria realizar seleccién criptica
(Bonduriansky, 2001; Engqvist y Sauer, 2001; Reinhold y Engqvist, 2002) y la hembra

obtendria beneficios directos de la copula.

Para realizar este estudio se utilizé al escarabajo de la harina, T. molitor. Es una especie

promiscua sin aparentes diferencias morfolégicas entre sexos y donde ambos sexos
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realizan eleccion de pareja (Contreras-Gardufio et al., 2019; Ruiz-Guzman et al., 2020).
Son animales iteréparos y se consideran “Income breeders”, es decir, que la asignacion
de recursos hacia la reproduccion depende del acceso a recursos que tengan cuando son
adultos y no de las condiciones en estadios previos (Stearns, 1992). La sefalizacién para
eleccion de pareja y la agregacion es mediante la produccion de feromonas, que, al
mismo tiempo, proporcionan informacién sobre la calidad de las parejas (Carazo et al.,
2004; Griffith et al., 2020; Ruiz-Guzman et al., 2020). Por un lado, los machos que
producen mayor cantidad de feromonas compuestas por (Z)-3-dodecenilo acetato (Z3-12:
Ac; Bryning et al., 2005) son mas preferidos por las hembras, en comparacion con
aquellos que la producen en menor concentracion (Rantala et al., 2002). Esto podria
deberse a que las feromonas revelan la resistencia a las infecciones y la
inmunocompetencia de sus portadores (Hurd y Parry, 1991; Worden et al., 2000; Nielsen y
Holman, 2012; Rantala et al., 2002, 2003a, 2003b; Worden y Parker, 2005), la resistencia
al estrés oxidante (Ruiz-Guzman et al., 2020) y su estado nutricional (Rantala et al.,
2003a). Por un lado, las hembras producen la feromona 4-metil-1-nonanol (Tanaka et al.,
1986) que revela a las parejas potenciales su estado reproductivo (Tschinkel et al., 1967;
Carazo et al., 2004) y edad (Vanderwel et al., 2017). Algo muy interesante es que en T.
molitor, los machos que estan a punto de morir invierten sus recursos en producir mas
feromonas y cambian el perfil de sus compuestos volatiles para atraer hembras y ganar
oportunidades de copula, esto es un ejemplo de inversion terminal (Sadd et al., 2006;
Kivleniece et al., 2010; Krams et al., 2015; Nielsen y Holman, 2012). Aunque esta especie
ha sido un buen modelo de estudio de inversion terminal en el contexto de seleccion
sexual en machos, se desconoce si las hembras que estan a punto de morir se vuelven
mas atractivas para atraer pareja. Por lo tanto, pusimos a prueba la hipétesis que,
aquellas hembras que se enfrentan a condiciones estresantes y estan a punto de morir,
realizan inversion terminal para atraer pareja. Esto predice que las hembras que estén
bajo estrés oxidante o reto inmunitario seran mas atractivas para los machos. No

obstante, la estrategia de inversion terminal es dinamica (Duffield, 2017), dependiente del
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contexto extrinseco e intrinseco al organismo. Por ejemplo, en los machos de T. molitor,
se han realizado experimentos que inducen la inversion terminal con una dosis de 20 mM
de Paraquat (estrés oxidante) (Ruiz-Guzman et al., 2020) y con 0.5 mg ml"' de LPS (un
reto inmunolégico; Moret, 2006). Debido a esto, es necesario identificar el umbral de
tolerancia de las hembras ante el estrés oxidante asi como ante el reto inmunitario. Hay
dos posibles razones por las que las hembras podrian no realizar inversién terminal en
este caso: la dosis podria ser tan baja que no represente una amenaza a su supervivencia

o la dosis puede ser tan alta que exceda la capacidad del organismo para llevarla a cabo.

METODO

Colonias de T. molitor

Se utilizaron individuos del insectario Maria Sibylla Merian de la ENES, Unidad Morelia
que crecen a 27 £ 0.5 °C, en completa oscuridad. Son alimentados con una mezcla de
harina de maiz y salvado (1:3), previamente esterilizada a 125 £ 5 °C por 15 minutos para

evitar infecciones (Ruiz-Guzman et al., 2020) y con manzana cada tercer dia.

Seleccion de individuos

Primero, las pupas fueron separadas por sexo mediante la evaluacion del desarrollo de
las estructuras genitales en el séptimo esternito, ubicado en el octavo segmento
abdominal (figura 1) (Bhattacharya et al., 1970). El dia en que emergieron como adultos
se tomd como cero. Se seleccionaron los individuos que no tuvieran ninguna deformidad
evidente, poniendo especial atencion en la integridad de sus extremidades. élitros y
antenas. Posteriormente, se eligieron aquellos individuos que midieran 13.5 mm £ 1 mm

de largo (en promedio se obtuvieron individuos de 13.6 mm para hembras y machos). Se
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colocaron en cajas individuales (Corning) de 6 6 12 cadmaras (un individuo por camara)

con salvado y se les administr6 manzana cada tercer dia.

PUPA

Figura 1: dibujo de diferencias entre las pupas de hembras y machos de T. molitor.

Supervivencia

En el primer experimento se buscé identificar el umbral de tolerancia ante un reto
inmunitario y estrés oxidante (figura 2). Después de los tratamientos, se registro la
supervivencia diariamente (cada 24 horas) hasta que todos los individuos de cada grupo

murieron.

Reto inmunitario

El reto inmunitario se llevé a cabo de acuerdo con el método de Moret (2006),
administrando 1 mg ml”", 0.5 mg ml" 6 0.25 mg ml* de lipopolisacarido (LPS) de
Escherichia coli en una solucion Ringer (PBS) de 5ul después de ser enfriada en hielo. El
LPS es un componente importante de la membrana exterior de las bacterias
Gram-negativas (Alexander y Rietschel, 2001). Esta molécula activa la respuesta
inmunitaria de los invertebrados y vertebrados, por lo que ha sido utilizado
experimentalmente para analizar costos de su activacion y permite descartar que los
efectos que se estén observado no sean resultado de la manipulacién del patégeno hacia

el hospedero. Las administraciones del LPS y la solucion salina (PBS) para el grupo
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control fueron mediante inyecciones con una microjeringa Hamilton. Aunque la inyeccion
causa dano en la cuticula del insecto (Brey et al., 1993) y activa la respuesta inmunitaria,
al inyectar ambos grupos (uno con LPS y otro sin LPS), la diferencia observada entre ellos
se debe al efecto de la dosis de LPS. Asimismo, en pruebas previamente realizadas en el
laboratorio se mostré que no habia diferencias significativas en la supervivencia entre
aquellos individuos de T. molitor con la administracion oral o inyectada del reto. Se inyectd
1 ul por individuo, con las soluciones diluidas en PBS. Para el grupo control sélo se
inyecté 1ul de PBS. Las inyecciones se realizaron el dia 11 de edad por la membrana

pleural entre el segundo y tercer segmento abdominal (Nielsen y Holman, 2012).

Estrés oxidante

Para inducir el estrés se utilizd Paraquat (Sigma-Aldrich), un herbicida que produce estrés
oxidante en animales (Bonilla et al., 2006; Hosamani y Muralidhara, 2013). El Paraquat
(PQ) fue administrado oralmente con micropipetas, utilizando 1 pl por individuo. Se
dividieron tres grupos que se sometieron a las concentraciones de 20 mM, 60 mM y 80mM
respectivamente, diluido en agua destilada. El grupo control solamente recibié agua

destilada. El PQ fue administrado el dia 11 de edad.

Eleccién de pareja

Se realizaron pruebas de eleccion de pareja en el dia 11 6 12 de edad debido a que el
pico de produccién de feromonas ocurre entre esos dias (Happ y Wheeler, 1969). Estrés
oxidante: se realizaron pruebas con las dosis de 20 mM, 40 mM y 80 mM de Paraquat,
esto debido a que la dosis requerida para inducir inversion terminal en los machos de T.
molitor es de 20 mM (Ruiz-Guzman et al., 2020), y en el laboratorio también se ha

encontrado este efecto con la dosis de 40 mM (datos no publicados). Ademas, en las
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pruebas de supervivencia no se encontraron diferencias entre 20 mM y 60 mM. Las
pruebas conductuales con el tratamiento Paraquat, se realizaron 3 horas después de la

administracion del tratamiento (Ruiz-Guzman et al., 2020) (figura 2). Reto inmunitario: se

utilizaron las dosis de 0.25 mg ml"'y 0.5 mg ml"" de LPS, ya que solamente en la dosis de
0.25 mg mI"" hubo diferencias significativas con el control y se ha reportado que la
concentracion de 0.5 mg ml” induce la inversion terminal en machos (Moret, 2006). Las
pruebas de eleccién de pareja fueron realizadas 24 horas después de la aplicacion del
tratamiento (figura 2). En trabajos previos se ha observado inversiéon terminal 3 horas
después de inducir estrés oxidante. Sin embargo, después de 24 horas, el dafo es mayor
y ya no es posible observar este efecto. Por otro lado, cuando reciben el reto inmunitario
se requieren mas de 3 horas para observar la activaciéon del sistema inmunitario, por lo
que se optd por hacer las pruebas de eleccién de parejas después de 24 horas (datos no

publicados).

Observacion de conducta

Las pruebas fueron realizadas en cajas de acrilico conformadas por una camara principal
y dos pequefias camaras a los costados. El macho fue colocado en la cadmara principal y
se aislo de la arena utilizando unos rectangulos de acrilico para el periodo de habituacion.
Asimismo, la hembra con tratamiento y la hembra control fueron colocadas y contenidas
en rectangulos perforados en cada camara, dejando un pequefo espacio entre el
contenedor y la camara para permitir que el macho entre. De esta forma, cada prueba de
eleccion de pareja estuvo conformada por el macho que elige, una hembra bajo X
tratamiento y una hembra control. Una vez colocados, el periodo de habituacion para las
hembras y el macho era de 5 minutos, después de los 5 minutos se retiraba el contenedor
del macho, dejandolo libre para explorar la camara principal y visitar las camaras de las
hembras. Las pruebas de eleccion de pareja tuvieron una duracién de 10 minutos. Las

pruebas fueron realizadas en cuartos oscuros y mediante técnicas de ensayo ciego para
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que el observador no supiera la identidad de cada una de las hembras y asi evitar sesgos
en el registro de conducta. Se registré el momento en el cual el macho entraba a cada una
de las camaras y la duracién de esa visita. De esta forma, se tuvo informacién sobre el
numero y la duracién de las visitas, al igual que el tiempo transcurrido para la primera

visita y la identidad de la hembra visitada.

Dfas como adulto Supervivencia
Dosis: 20 mM, 60 mM, 80 mM y agua destilada %

/’ (control) .
11

:I—-)¢

\ PQ C
&) —> Q@ g @ e
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Figura 2: Disefio experimental. Se muestran los tratamientos administrados a las hembras de T. molitor (LPS vs Control o
PQ vs Control) y el tiempo de espera que se realiz6 para cada prueba conductual (3 horas para PQ y 24 horas para LPS).

Ademas, en todos los casos se analizé la supervivencia.

Analisis estadisticos

Para las curvas de supervivencia se realizaron pruebas de Cox y Gehan, para

posteriormente realizar las pruebas de Kaplan-Meier. Para los analisis de numero de
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visitas se realizaron pruebas de t-pareada y para comparar las visitas mas largas a cada

hembra, se realizaron pruebas de Chi-cuadrada. Todas las pruebas se llevaron a cabo con

una a = 0.05. Todos los analisis fueron realizados con el programa SPSS (versién 22.0).

Resultados

Supervivencia LPS

Las hembras tratadas con la dosis de 0.25 mg ml™" de lipopolisacérido (LPS) vivieron mas
que las hembras control (X2 = 7.35; gl = 1; p = 0.007). Sin embargo, las hembras
inyectadas con 0.5 mg ml" (X2=0.83;gl=1;p=0.36) 6 1 mgml' (X3=0.42;gl=1;p =
0.51) no difirieron con las hembras del grupo control. Debido a esto, sélo se utilizé la dosis

de 0.25 mg ml' y 0.5 mg ml" para las pruebas conductuales.
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Figura 3: Supervivencia acumulada. Se muestran los resultados del andlisis de supervivencia (Mantel-Cox y Breslow) con el

tratamiento de LPS (Dosis: 0.25 mg ml™", 0.5 mg mI" y 1 mg ml). Los grupos control fueron inyectados con PBS.

Supervivencia Paraquat

Se encontraron diferencias significativas entre el tratamiento y el control (X2 = 22.30, gl =
3; p <0.0001). Las hembras tratadas con 20 mM murieron antes que aquellas del grupo
control (X2 =8.76, gl = 1; p <0.0001). Entre las hembras tratadas con 20 mM y 60 mM no
se encontraron diferencias significativas (X2 = 0.02; gl = 1; p = 0.9) ni entre 60 mM y su
control (X2=6.1; gl = 1; p =1.01). La supervivencia de las hembras tratadas con 80 mM
resulté significativamente diferente a la supervivencia de las hembras control (X2 = 21.23;

gl=1; p<0.0001).
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Funciones de supervivencia Paraquat
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Figura 4: Grafica de supervivencia acumulada. Supervivencia acumulada (Mantel-Cox y Breslow) con el tratamiento de

Parquat (Dosis: 20 mM, 60 mM y 80 mM). EI grupo control sélo recibié agua destilada.

Eleccion de pareja

Dosis

Cabe resaltar que el uso de las dosis seleccionadas para las pruebas conductuales son a
base de los resultados de supervivencia y los datos, publicados y no publicados, utilizados
para inducir la inversion terminal en machos. Reto inmunitario: Ya que no se encontraron
diferencias significativas entre los tratamientos, optamos por administrar la dosis de 0.5
mg ml" porque es la que se administré a los machos de T. molitor en un estudio publicado
por Moret (2006) para un grupo. Asimismo, se ha reportado que bajo un reto inmunitario
inducido con 0.25 mg ml" de lipopolisacarido, las hembras de T. molitor modifican su perfil
de hidrocarburos cuticulares (Nielsen y Holman, 2012), los cuales participan en la
sefializacion de su condicion hacia potenciales parejas. A pesar de encontrar un efecto de

hormesis con la dosis de 0.25 mg ml"" en nuestros experimentos, consideramos pertinente
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continuar con las pruebas de eleccion de pareja para ver si hay efecto en la preferencia de
pareja por el cambio en el perfil de hidrocarburos y también examinar otros costos

posibles que no se reflejaron en la supervivencia. Estrés oxidante: en los experimentos de

supervivencia, las dosis de 20 mM y 80 mM si tuvieron diferencias significativas con su
respectivo control y se utilizaron las mismas dosis para las pruebas de eleccién de pareja.
Sin embargo, se tienen datos para inversion terminal en machos con la dosis de 20 mM
(Ruiz-Guzman y colaboradores, 2020) y con la dosis de 40 mM (datos no publicados).
Debido a que no se encontraron diferencias significativas entre la supervivencia de las
hembras bajo la dosis de 20 mM y 60 mM, y realmente nos interesaba poder contrastar
los datos en hembras con aquellos de los de los machos, decidimos optar por tratarlas

con 40 mM en vez de 60 mM para la pruebas de eleccién de pareja.

Duracion de visitas

Encontramos diferencias significativas en el tiempo de visitas al tratar a las hembras con
Paraquat: Las hembras con 40 mM fueron mas atractivas (140.2 + 22.5 s) que las
hembras control (62.1 + 18.11 s; t = 2.33; gl = 39; p = 0.02). Sin embargo, al aumentar la
dosis, las hembras control resultaron marginalmente mas atractivas (215.17 + 26.66 s)
que las hembras tratadas con 80 mM (134.17 + 22.76 s; t = 1.87; gl = 39; p = 0.06) (figura
5). Cabe senalar que los demas tratamientos no tuvieron diferencias significativas (ver

tabla 1).

Tabla 1: Tabla que muestra los valores promedio de la duracién total de las visitas por tratamiento. También se muestran los
resultados de las pruebas de t de Student pareadas para mostrar si hubo diferencias significativas en la preferencia del

macho. Se muestra el valor del error standard de cada tratamiento.
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Tratamiento

Paraquat 20

Paraquat 40

Paraquat 80
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Duracién promedio del
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113.8
+27

140.2
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+22.76
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+24.2
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+254
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0.8
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Figura 5: Graficas de duracion total promedio de las visitas a cada tratamiento. Se muestra el tipo de tratamiento
administrado y su respectivo control. El tratamiento aplicado es Paraquat y cada grafico corresponde a una de las dosis

administradas: a) 20 mM, b) 40 mM, c) 80 mM. Las barras representan el error estandar.

Discusion

Este trabajo muestra que las hembras de T. molitor no realizan inversién terminal cuando
tienen un reto inmunitario con LPS, pero si con el estrés inducido por el Paraquat (PQ).
Cabe resaltar que con LPS no encontramos diferencias significativas en supervivencia,
pero si hubo diferencias significativas entre grupos al administrarles PQ. La inversion
terminal con PQ se indujo dependiendo de la dosis: Con 20 mM no hubo diferencias en
preferencia con el grupo control, con 40 mM, las hembras fueron mas atractivas que el

grupo control y con 80 mM, las hembras fueron menos atractivas que el grupo control.

En primer lugar, nuestro trabajo, al compararlo con los resultados de trabajos con machos,
denota dimorfismo sexual en la resistencia a LPS. Asimismo, muestra las diferencias en la

presencia de inversion terminal. Nuestro trabajo muestra que las hembras no adoptan una
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estrategia de inversion terminal al activar el sistema inmunolégico con el uso de LPS.
Inclusive, sugiere que las hembras de T. molitor tienen una tolerancia mayor que los
machos ante el LPS, ya que no hubo diferencias en supervivencia en hembras, mientras
que la dosis letal para machos inicia a partir de 0.5 mg ml"' (Moret, 2006). Ademas,
diversos estudios en machos de T. molitor reportan inversion terminal utilizando retos
inmunoldgicos (Sadd et al., 2006; Kivleniece et al., 2010; Krams et al., 2011; Krams et al.,
2015), inclusive con LPS (Nielsen y Holman, 2012). La base de las diferencias sexuales
ante el reto inmunitario podria ser hormonal (Kelly et al., 2018). Aunque en vertebrados e
invertebrados, los resultados son contradictorios porque las hormonas sexuales pueden
tener efectos negativos en la respuesta inmunitaria de los machos, positivos en las
hembras, o inclusive, ambos efectos (Folstad & Karter, 1992; Zuk et al., 2004; Nunn et al.,
2009; Rantala et al., 2020). En los tenebrios, la hormona juvenil explica el dimorfismo
sexual contra LPS: las hembras son mas resistentes que los machos (Amaro-Sanchez et

al., 2023).

Se ha demostrado que las hembras tienen mejor respuesta antioxidante que los machos
(Niveditha et al., 2017). Ruiz-Guzman y colaboradores (2020) reportaron que los machos
de T. molitor realizan inversion terminal al ser inyectados con una dosis de 20 mM de PQ.
Sin embargo, nuestro estudio muestra que las hembras tratadas con 20 mM son tan
atractivas como las hembras control. Al igual que con LPS, esto podria revelar una
estrategia sexualmente dimarfica para atraer parejas y muestra que las hembras son mas
resistentes que los machos. Al duplicar la concentracién (40 mM), las hembras fueron mas
atractivas que las hembras sanas. Sin embargo, al volver a duplicar la concentracion (80
mM), las hembras resultaron menos atractivas que las control. Tal vez, conforme aumenta
la dosis, las hembras tienden a realizar una estrategia mas eficiente para atraer parejas,
hasta que el costo es tan alto, que dejan de poder invertir en ser atractivas. Esta evidencia
permite preguntarse si existen umbrales diferenciales entre sexos para activar la inversion

terminal.
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Los estudios sobre inversion terminal en hembras de diferentes taxa reportan incremento
en la fecundidad, pero ningun trabajo estudia la sefalizacién y atraccion de pareja como
resultado de inversién terminal (tabla 2). Dada la novedad de estos resultados, se deberia
analizar su complejidad y dinamismo. Por ejemplo, Staudacher y colaboradores (2015)
muestran que las hembras de Heliothis virescens (gusano bellotero) al ser retadas con la
bacteria muerta Serratia entomophila, ponen una mayor cantidad de huevos que aquellas
sin infeccién. Sin embargo, esto ocurre solamente los primeros cinco dias después de la
inyeccion y, después del sexto dia, las hembras infectadas disminuyen la produccion de
huevos. Este ejemplo muestra que existe una ventana temporal en la cual puede ocurrir la
inversion terminal. La inversién terminal, en términos de eleccién de pareja, podria ser
Optima bajo condiciones especificas (i.e. a 40 mM de PQ) y resultar ineficiente bajo otras
condiciones (i.e. a 80 mM de PQ). A pesar de reconocer la inversion terminal como una
estrategia dinamica y que ocurre en ambos sexos, seria interesante contestar la siguiente
pregunta: ¢ por qué no se ha pensado que las hembras pueden engafar a los machos

sobre su condicion?

Darwin (1871) propuso que la seleccion sexual y la competencia para aparearse es mas
fuerte en machos que en hembras. Es posible que esta simpleza explicativa haya
impedido la investigacion de estrategias que puedan utilizar las hembras para aumentar
su éxito reproductivo. De hecho, la vasta mayoria de estudios experimentales se han
enfocado en las estrategias reproductivas de los machos (Hare y Simmons, 2019. Véase
también Andersson, 1994), lo cual, refuerza la percepcién de los machos como el sexo
dominante (Ah-King et al., 2014) y las hembras como pasivas. Parte de la teoria de
seleccion sexual ha versado alrededor de los “papeles de sexo” originalmente propuestos
por Bateman (1984) debido a la inversion asimétrica hacia la reproduccién entre sexos.
Este principio establecio que, al tener gametos mas pequefos y “menos costosos”, el

macho se enfoca en tomar la ofensiva y en atraer parejas mientras que las hembras
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deben ser mas selectivas y pasivas en el cortejo. Es decir, la eleccién de pareja recae en
aquel sexo que esta haciendo la mayor inversion parental (Trivers, 1972). Sin embargo,
con el desarrollo de la discusion sobre las diferencias entre los intereses evolutivos de
cada sexo y sus implicaciones (Dawkis, 1976), los papeles de sexo se han ido estudiado
bajo un nuevo enfoque. La eleccion de pareja no solamente involucra la decision de
copular o no, sino cuantos recursos asignar a cada pareja o cada evento reproductivo
(Edward y Chapman, 2011). Asimismo, se propone que, si existe variacion en la calidad
de las hembras y/o los mecanismos de eleccion de pareja del macho son restringidos por
recursos, los papeles de sexo son revertidos y puede desarrollarse la eleccidon masculina
(Bonduriansky, 2001; Edward y Chapman, 2011). Inclusive en sus primeros afos, los
mecanismos darwinianos (competencia entre machos y eleccion femenina) para la
evolucion de los caracteres masculinos fueron criticados, predominantemente por la
ministra Antoinette Blackwell (1875, p.16). Ella argumenté que era fundamental ver el
desarrollo de los caracteres masculinos, pero también el de los femeninos. Pocos trabajos
han estudiado la eleccion de pareja masculina y femenina en la misma especie, aun
cuando se estima que puede ser un fendmeno muy comun (Pitafi et al., 1995; Johnstone
et al., 1996; Bonduriansky, 2001; Kokko y Johnstone, 2002). En insectos, la eleccion
masculina se ha reportado en 58 especies que pertenecen a 37 familias y 11 érdenes
(Bonduriansky, 2001), representando una pequefa muestra de las posibles especies que
podrian tener eleccién masculina de pareja. Hasta donde sabemos, este es el primer
trabajo que demuestra que las hembras enganan a los machos para atraer parejas (ver

tabla 2).

Gao et al. (2021) publicaron un trabajo en Helicoverpa armigera que muestra la capacidad
de las hembras de mantener la sefalizacion de una hembra sana al ser retada con un
parasito (tipo Ophryocystis elektroscirrha). Los resultados de este estudio son muy
interesantes porque evaluan el cambio en la dinamica de eleccion de pareja entre

individuos (hembras y machos) parasitados, reportando los efectos en la segunda
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generacién. Particularmente, a pesar de tener una menor supervivencia, las hembras
parasitadas “cantaban” (en inglés, "calling”) con el mismo esfuerzo que las hembras sanas
para atraer a los machos. Este estudio y el nuestro podrian ser ejemplos de hembras que
pueden engaiar a los machos sobre su condicidon, haciendo una compensacion que
resulta en ser tan atractivas como las hembras sanas (en este estudio, con 20 mM de
PQ). Con esta evidencia, se resalta la importancia de realizar estudios que busquen
entender las diferencias sexuales en las estrategias de atraccién de pareja, al igual que se
debe considerar que la reversion en los papeles de sexo es mas comun de lo que

previamente se ha pensado.

Diferentes autores han revisitado (Holland y Rice, 1998; Arnqvist et al., 2000; Pizzari y
Snook, 2003) e inclusive propuesto (West-Eberhard, 1983; y ver: Seleccién social por
Roughgarden, 2006) nuevas formas de ver y estudiar la seleccién sexual, fuera del marco
tradicional que posiciona la eleccion femenina como un mecanismo adaptativo (Piazzari y
Snook, 2003). El conflicto sexual puede surgir a través de diferentes eventos y
mecanismos en la reproduccion, desde la copula hasta la inversién parental (Parker,
1979). Hay que considerar los distintos niveles y ambientes en donde el conflicto sexual
se ve reflejado (Arnqvist y Nilsson, 2000; Alonzo y Pizzari, 2010) y entender los cambios
de dinamicas entre los sexos. Los modelos de conflicto sexual se enfocan s6lamente en
los costos para las hembras (Green y Madjidian, 2011), mostrando un gran vacio en el
conocimiento para entender las interacciones antagoénicas y complejas que ocurren en la
seleccion sexual. Estudiar a las hembras como el sexo ofensivo también puede brindar
preguntas interesantes sobre los costos del engano en los machos y sus posibles efectos
en las siguientes generaciones. Por lo tanto, se pueden generar preguntas interesantes:
;las hembras que enganan tienen menor calidad o cantidad de progenie? y/o ¢ los
machos tienen la capacidad de identificar una hembra que engafié y realizar eleccién
criptica? Gowaty (2008) propone que la compensacion reproductiva puede ocurrir antes,

durante o después de la copula, y que aquellos individuos que utilizan “indicadores
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honestos” en la eleccion de pareja son victimas de una manipulacién de los sensores
pre-existentes en los individuos. Por lo tanto, puede ocurrir que no haya costos en la
segunda generacién cuando una hembra engafia, debido a que simplemente esta
tomando ventaja de un mecanismo sensorial pre-existente. También podria ocurrir que los
machos asignen recursos diferencialmente ante un cépula (brindando un eyaculado de
mayor calidad o tamafio, por ejemplo) o que ambos sexos compensen hacia su progenie y
los costos se vean reflejados en su propia supervivencia después del evento reproductivo.
Esto, considerando que los machos no reconocen el engafo. Seria interesante también
estudiar si los machos tienen mecanismos para detectar el engafno o si memorizan a su
pareja, tal como las hembras lo hacen (Cordero-Molina et al. En revision). De cualquier
manera, este estudio muestra que no solamente los machos, sino también las hembras,
engafan a la pareja al esconder su condicion. Es relevante empezar a preguntarnos sobre
los sesgos sexuales y antropomorficos que tenemos al momento de realizar preguntas de
investigacion, ya que ha afectado la investigacién en la seleccion sexual (Birkhead y
Pizzari, 2002; Snyder y Gowaty, 2007; Clutton-Brock, 2007; Roughgarden y Akcay, 2010;
Ah-King, 2022) al igual que es necesario profundizar en los costos diferenciales de la

reproduccioén entre hembras y machos.

Tabla 2. Revisién de estudios que reportan inversién terminal en hembras (editado de Duffield et al., 2017). Se utilizaron los
estudios de Duffield (2017) y los estudios que se han publicado desde el 2018- Sep 2022 en el tema. La tabla especifica el
sexo estudiado, la especie, el tipo de reto que se llevd a cabo, el tipo de respuesta, el efecto y la referencia. El tipo de
respuesta fue categorizado como “tamafio” para aquellos cambios en nimero de huevos, tamafio/masa de la camada o
huevos, tasa de oviposicién y cambios en el tamafio del oviducto u ovarios. Para “tiempo” se incluyeron cambios en el
tiempo al primer evento de reproduccion o tiempo a eclosion. Para “cociente de sexo” se incluyeron resultados que cambien
el cociente entre hembras y machos de la segunda generacion o en la asignacién de recursos preferencial ante un sexo
(que se haya reportado mayor masa/tamafo para un sexo, especificamente). Con “éxito de la F2” (segunda generacion) se
incluyen resultados que muestran cambios en el éxito de eclosion, supervivencia o tamario al llegar a ser adultos. En la
categoria de “conductual” se incluyen cambios en cuidado parental (tiempo de lactancia, por ejemplo) o sitios de
oviposicion. La tabla esta organizada cronolégicamente, yendo de los estudios mas antiguos a los mas recientes. Cabe
mencionar que en la revision se excluyeron 18 estudios (desde 1988-2018) que buscaron inversion terminal en hembras,

pero no encontraron evidencia para ello. Como se puede notar, no hay trabajos que indaguen la inversién terminal en
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hembras en términos de eleccion de pareja, ni tampoco hay trabajos que usen el estrés oxidante como variable de induccion

de inversién terminal.

Sexo Taxon Especie Tipo de reto Respuesta Efecto Referencia

F Pajara Sorraterio mollissima Inmune Conductual Tratamiente » contral Hanssen, 2006

F Insecto Gryllus texensis Edad Tamafio Incremento con edad Shoemaker et al. 2006

Mixto (dependiente de la .

F Caracol Biomphaleria glabrata Inmune Tamafio; éxito de F2 ( :osis] Blair & Webster, 2007

F Reptil Chrysemys picta Edad Tamafio; éxito de F2 Jéven < viejo Paitz et al. 2007

F Roedor Tamiascivrus hudsonicus Edad Tiempo; éxito de F2 Incremento con edad Descamps et al. 2007
FiM Pédjara Delicha urbica Inmune Tiempo; éxito de F2 Tratamiento » contral Marzal et al. 2008

F Roedor Peromyscus menteulatus Inmune Tamafio; éxito de F2 Tratamiento » control Schwanz et al. 2008

Tratamiento > control; .
F Insecto Acyrthesiphon pisum Inmune Tamafio mixto Altinciek et al. 2008
F Roedor Peromyscus menteulatus Inmuine Tamafio Tratamiente » contral Schwanz, 2008
Tamafio; cociente de

F Ungulado Kobus megaceros Edad sexo Incremente con edad Bercovitch et al. 2009

F Insecto Micraphorus orbicollis Edad Tamafio; conductual Mixto Creighton et al. 2009

F Ungulade Cervus elaphus Edad Tamafio Incremento con edad Clutton-Brock et al. 2009

F Insecto Nauphoeta cinera Dieta Tamafio Mixto Barrett et al. 2009

F Insecto Nicrophorus vespilloides Inmune Exito de F2 Tratamiento » control Cotter et al. 2010

F Primate Macaca milatts Edad Conductual Incremento con edad Hoffman, 2010

Tamafio; coclente de

F Pajara Troglodytes aedon Inmune sexo Tratamiente » contral Bowers et al. 2012

F Insecto Cardiocondyla obseurior Edad Tamafio Incremento con edad Heinze & Schrempf, 2012

F Pajaro Troglodytes aedon Inmune Tamafio; éxito de F2 Tratamiento » control Bowers et al. 2015

) Tamafio (mixto); .

F Insecto Heliothis verascans Inmune conductual Mixto Staudacher et al. 2015
FiM Anfibio Litorig verreauxi alping Inmune Tamafio Tratamiento » control Brannelly et al. 2016

F Insecto Cardiocondyla obscurior Inmune Tamafio Tratamients » control Giehr et al. 2017

F itod li ides vespilloid Inmuine Tamafio Tratamiente » contral Guivier et al. 2017

Simulacién de
F Insecto 1 } Tamafio Tratamiento » control Adamo & McKee, 2017
Gryllus texensis deperedacién ¥ 3
F Pez Taeniopyglo guttata Inmune Tamafio Tratamiento » control Skdld-Chiriac et al. 2018
F Insecto Drosophila melanogaster Dleta + inmune Tamafio Tratamiento » control Hudson et al. 2019
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