o *o,
FACULTAD
DE

CIENCIAS EXACTAS
Y NATURALES

UNIVERSIDAD DE BUENOS AIRES
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales

Departamento de Biodiversidad y Biologia Experimental

Factores y reglas de decision involucrados en la eleccion de pareja
sexual en el insecto hematofago Rhodnius prolixus (Hemiptera:
Reduviidae)

Tesis presentada para optar al titulo de Doctor de la Universidad de Buenos Aires en el
area: CIENCIAS BIOLOGICAS

Bi6l. Gabriel Alejandro De Simone

Directores de Tesis: Dr. Gabriel Manrique
Dra. Lorena Pompilio

Consejero de Estudios:  Dr. Walter Farina

Lugar de trabajo: Laboratorio de Fisiologia de Insectos. Departamento de Biodiversidad y Biologia
Experimental (DBBE). Facultad de Ciencias Exactas y Naturales - Universidad de Buenos Aires. IBBEA,
CONICET-UBA. Ciudad Universitaria, Pabellon Il. Ciudad Auténoma de Buenos Aires.

Buenos Aires, 2018

Fecha de Defensa: 20 de Marzo de 2018



De Simone, G. A.

Factores y reglas de decision involucrados en la eleccion de pareja sexual en el insecto hematéfago
Rhodnius prolixus (Hemiptera: Reduviidae)

El objetivo de la presente tesis fue comprender los factores y reglas de decision involucradas en la eleccion de pareja
sexual de triatominos, utilizando como modelo experimental al insecto hematéfago Rhodnius prolixus (Hemiptera:
Reduviidae). Para ello se aplicé un enfoque novedoso, integrando conocimientos y metodologias provenientes tanto
del campo de la Fisiologia del Comportamiento, como de la Ecologia del Comportamiento Animal. La especie
seleccionada es un modelo cldsico de estudios en Fisiologia de Insectos y tiene la ventaja de que se conocen amplios
aspectos morfo-fisioldgicos. Ademas, es un excelente modelo para estudiar el comportamiento de eleccion de pareja
por parte de la hembra, ya que en la naturaleza la misma es en general sutil, mientras que las hembras de R. prolixus
son capaces de exhibir comportamientos estereotipados de rechazo a la cépula posibles de ser evaluados a través
de la simple observacion. En el Capitulo 1 se realizd una descripcidon sistematica del comportamiento de
apareamiento de Rhodhnius prolixus. A tal fin se determinaron dos etogramas: uno en base a la observacién de
parejas focales (un macho y una hembra), y otro en base a la observacién de parejas focales expuestas a estimulos
olfativos y visuales indicativos de la presencia de otros machos. Se encontré que el comportamiento de
apareamiento se modifica en funcidén de la presencia de otros individuos (aun cuando se encuentran fisicamente
inaccesibles), evidenciandose comportamientos estereotipados de rechazo a la cépula por parte de las hembras,
qgue no habian sido exhibidos en situaciones en las que la pareja focal se encontraba en completo aislamiento. En
los capitulos siguientes se evalud de qué factores depende la expresion del comportamiento de rechazo de la
hembra. En el Capitulo 2 se estudio si la decision de la hembra de aceptar o rechazar una oportunidad de cdpula se
encuentra influenciada por sus ciclos ovulatorios. Se encontré que las hembras virgenes que se encuentran cursando
su segundo ciclo ovarico y que tienen un mayor riesgo de oviponer huevos infértiles, disminuyen drasticamente su
umbral de selectividad al elegir pareja sexual. En el Capitulo 3 se estudio si la presencia de potenciales parejas de
diferentes calidades afecta la probabilidad de comportamientos de rechazo por parte de la hembra. Se mostré que
las hembras son capaces de evaluar la calidad de los machos (determinada por su estado nutricional) y que la
probabilidad de rechazar una oportunidad de cdpula depende tanto de la calidad del macho que la corteja como de
la calidad de los machos potencialmente disponibles. En el Capitulo 4 se exploré tanto en machos como en hembras
la posible existencia de eleccién a nivel postcopulatorio. A tal fin, se estudiaron los mecanismos de produccion,
trasferencia y almacenamiento de espermatozoides y se analizé qué ocurre con los mismos cuando se manipula la
calidad de los individuos y la presencia de potenciales competidores/parejas. Los resultados mostraron que
independientemente de su calidad, los machos producen y transfieren la misma cantidad de espermatozoides a las
hembras y, a pesar de ello, las cdpulas con machos de baja calidad resultan en un menor éxito reproductivo (menor
cantidad de huevos ovipuestos). En los capitulos siguientes se estudid la eleccion de pareja por parte del macho de
R. prolixus. En el Capitulo 5 se mostré que los machos no eligen azarosamente a las hembras que cortejan, siendo
capaces de discriminar entre virgenes y no virgenes, y exhibiendo preferencia absoluta por las primeras. En el
Capitulo 6 se descubrid que el interés sexual de los machos se renueva ante la presencia de una nueva pareja (efecto
Coolidge), evidenciandose una disminucién considerablemente del intervalo de tiempo en que los machos vuelven
a copular en funcion de la cantidad de hembras disponibles. Finalmente, tras la evaluacion combinada de los factores
estudiados, se avanzo en la construccion de un modelo de toma de decisiones para hembras y machos, que permitira
predecir a futuro la eleccién de pareja cuando dichos factores relevantes varian conjuntamente como ocurre en la
naturaleza.

Palabras claves: Triatominae, Comportamiento sexual, Eleccién de pareja, Seleccién sexual, Toma de
decisiones.
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Factors and decision rules involved in the sexual mate choice in the blood-sucking insect Rhodnius
prolixus (Hemiptera: Reduviidae)

The purpose of this thesis was to understand the factors and decision making rules underlying mate choice in
triatomines, using the blood-sucking insect Rhodnius prolixus (Hemiptera: Reduviidae) as experimental model. To
this end, a novel approach was applied, integrating knowledge and methodologies from the field of Behavioral
Physiology and Behavioral Ecology. Rhodnius prolixus is a classic model to study Insect Physiology. As a consequence,
broad morpho-physiological aspects of this species are known. In addition, it is an appropriated model to study
female mating choice, since in nature it is generally subtle, while the females of R. prolixus exhibit stereotyped
behaviors to reject undesired copula attempts, possible to be evaluated through simple observation. Chapter 1
comprises a systematic description of the mating behavior of Rhodnius prolixus. Two ethograms were built: one
based on the observation of focal couples (a male and a female), and another based on the observation of focal
couples exposed to olfactory and visual stimuli indicative of the presence of other males. It was found that mating
behavior changed depending on the presence of other individuals (even when they were physically inaccessible).
Specifically, females showed stereotyped rejection behavior, which had not been exhibited in situations in which
the focal couple was completely isolated. Possible factors affecting female rejection behavior were addressed in the
following chapters. In Chapter 2, the effects of female ovulatory cycles were studied. It was found that virgin females
on their second ovarian -and at higher risk of ovipositing infertile eggs- drastically decrease their selectivity threshold
when choosing a sexual partner. Chapter 3 addressed whether and how male quality influences the exhibition of
female rejection behavior. The results show that females were able to evaluate male quality (based on their
nutritional status) and that the probability of rejecting a copula opportunity depends both on the quality of the
confronted male and on the quality of the males potentially available. Chapter 4 explored post-copulatory mate
choice in males and females. To this end, the mechanisms of production, transfer and storage of sperm were studied
and the effects of male quality and the presence of potential competitors/partners were analyzed. The results
showed that regardless of their quality, males produce and transfer the same amount of sperm to females and, in
spite of this, copulations with low quality males result in a lower reproductive success (fewer oviposed eggs). The
following chapters addressed mating choice in males. Chapter 5 showed that males do not randomly choose females.
Instead, they are able to discriminate between virgins and non-virgins, preferring the virgin ones. Chapter 6 showed
that the sexual interest of males is renewed in the presence of new females (Coolidge effect), evidenced through a
considerable reduction in the time between copula when more females are available. Finally, the combined
evaluation of the studied factors, allowed building the bases of a decision-making model to predict mate choice
when these relevant factors vary together as occurs in nature.

Keywords: Triatominae, Sexual behavior, Mate choice, Sexual selection, Decision making.
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INTRODUCCION GENERAL

La seleccién sexual es uno de los mecanismos propuestos originalmente por Charles Darwin
(1871) para explicar la evolucién de las especies. La misma ocurre cuando existen diferencias en las
habilidades de los individuos para competir por las parejas disponibles y/o en lograr atraer al sexo opuesto
(Ruhela & Sinha, 2010). Su consecuencia es que aquellos individuos poseedores de caracteristicas o
comportamientos que les otorgue una ventaja en la competencia reproductiva, obtendran un aumento
en su éxito reproductivo (Birkhead, 2007). Tal competencia seria el resultado de dos procesos: la seleccién
intra-sexual, que implica la competencia entre los miembros de un mismo sexo para aparearse con el sexo
opuesto; y la seleccidén inter-sexual, en la cual los miembros de un sexo ejercen fuertes presiones
selectivas sobre caracteristicas del sexo opuesto mediante la eleccién de sus parejas (Gould & Gould,
1989; Arnqvist & Rowe, 2005). Los atributos y comportamientos susceptibles de ser moldeados por
seleccion sexual incluyen caracteristicas fisicas, cortejos elaborados, luchas entre rivales, posesién de
territorio, entre otros (Ruhela & Sinha, 2010).

Si bien la visidn androcéntrica de la reproduccion ha sido histéricamente la preponderante - un
macho que copule y fecunde tantas hembras como sea posible producird mas descendientes que otro
qgue no lo haga (Parker, 2006) -, en los Ultimos afios se ha comenzado a enfatizar el rol que cumplen las
hembras en el proceso de eleccidn de pareja (Eberhard, 1996; Birkhead, 2007; Peretti & Aisenberg, 2011).
Dichos estudios evidencian que las hembras son selectivas al elegir a los machos que compiten por ellas
(Barnard, 2004). Esta selectividad en la eleccion de pareja repercute positivamente en el éxito
reproductivo de la hembra (Ruhela & Sinha, 2010).

Entre los insectos, los triatominos (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae) representan un grupo
interesante para estudiar los mecanismos que subyacen a la eleccidn de pareja sexual, dado que en
algunos se conoce ampliamente su fisiologia por ser utilizados como especie modelo, pero se desconocen
aun los factores fisioldgicos y ecolégicos que inciden en dicha eleccidn. A su vez el modelo tiene una clara
ventaja, ya que permite evaluar no solo la eleccidn de pareja por parte del macho (medida a través de
tiempos de acercamiento, intentos de cépula, tiempo postcopula, etc.), sino también por parte de la
hembra, ya que la misma exhibe comportamientos de discriminacién activa en respuesta a intentos
copulatorios del macho. Estudios previos en algunas especies de triatominos, muestran que las hembras
rechazan activamente a potenciales candidatos a través de la exhibicion de comportamientos
estereotipados, como ser el achatamiento del abdomen contra el substrato, la estridulacién, la evasién y
movimientos abdominales (Manrique & Lazzari, 1994; Pires et al., 2004; Vitta & Lorenzo, 2009). Estos
comportamientos dificultan el contacto fisico con el macho y limitan el acceso a la genitalia femenina,
disminuyendo la probabilidad de cépula o retrasando la misma (Pompilio et al., 2016).

Es esperable que el grado de selectividad de las hembras se vea afectada por la variabilidad en la

calidad de los machos potencialmente disponibles (Bleu et al., 2012). Bajo esa circunstancia, los costos
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para la hembra de rechazar una oportunidad de cdpula podrian ser menores que los beneficios por
copular con un macho de mayor calidad. El grado de selectividad de las hembras también deberia verse
afectado por la disponibilidad de oportunidades de apareamiento, que depende fundamentalmente de la
proporcién de machos y hembras sexualmente activos (referido al sex ratio operacional, OSR) (Emlen &
Oring, 1977). Cuanto mayor es el desbalance en el OSR, mayor es la competencia entre los miembros del
sexo limitado (Emlen, 1976). Experimentos previos realizados por nuestro grupo, confirman que la
disponibilidad de potenciales parejas afecta la incidencia de comportamientos asociados al rechazo a la
cépula en hembras de R. prolixus (Pompilio et al., 2016).

Sobre esta base, la presente Tesis propone estudiar los factores involucrados en el
comportamiento de eleccién de pareja sexual, utilizando como modelo experimental a la especie
Rhodnius prolixus Stal (1859) (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae). Este insecto hemimetabolo posee un
ciclo bioldgico caracterizado por cinco estadios ninfales inmaduros y un adulto maduro sexualmente (Fig.
1). Su alimentacidn es exclusivamente hematdfaga (Lent & Wygodzinsky, 1979), necesitando entre unay
varias ingestas de sangre entre cada uno de sus estadios para poder mudar. Es de habito nocturno y
gregario, tanto silvestre como doméstico (Fitzpatrick et al., 2008). En la naturaleza vive asociado a nidos
de aves y roedores en las copas de diversas especies de palmeras del género Attalea (Gamboa, 1963),
mientras que también se encuentra adaptado a vivir en residencias rurales (Lent & Wygodzinsky, 1979).
Alli suele encontrarselo en diversos refugios, que abandona para alimentarse en los momentos de reposo
de sus hospedadores (principalmente vertebrados endotérmicos, entre ellos el hombre) retornando
nuevamente antes de las primeras horas de luz (Bodin et al., 2008). Es uno de los principales triatominos
con importancia epidemiolégica debido a que es transmisor del parasito Trypanosoma cruzi (Chagas,
1909), agente causante de la enfermedad de Chagas (Zeledén & Ravinovich, 1981; Monteiro et al., 2003).
Su distribucién abarca desde el Norte de América del Sur (Venezuela y Colombia) hasta América Central
(Honduras, Guatemala, Nicaragua, El Salvador, entre otros) (Schofield, 1994). Cabe destacar que hasta
donde sabemos, no existe evidencia sobre el comportamiento sexual de R. prolixus en condiciones

naturales, seguramente debido a dificultades desde el punto de vista metodoldgico.

Adulto

Figura 1. Ciclo bioldgico del insecto hemimetdbolo Rhodnius prolixus (Hemiptera: Reduviidae: Triatominae). Se
destacan los diferentes estadios ninfales y el adulto maduro.
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En una primera instancia, la Tesis plantea estudiar los patrones comportamentales del
apareamiento en esta especie, analizando en detalle el comportamiento pre y post-copulatorio. En una
segunda instancia, el objetivo es estudiar el efecto del contexto social y factores fisioldgicos sobre el
comportamiento de eleccidn de pareja.

La serie de experimentos realizados contempla un detallado andlisis de los factores que influyen
en la eleccién de pareja sexual tanto de hembras como machos de R. prolixus (e.g. estado nutricional,
momento del ciclo ovérico de las hembras, edad, rasgos comportamentales, contexto social, entre otros).
Una vez identificados dichos factores se avanzd en la construccidn del algoritmo inherente a la toma de
decisiones. Tal algoritmo permitird predecir la eleccién de pareja para cada sexo, cuando todos los

factores relevantes varian en forma conjunta como ocurre en la naturaleza.

OBIJETIVO GENERAL

Como objetivo general se plantea en esta Tesis estudiar los factores involucrados en el

comportamiento de eleccidn de pareja sexual en Rhodnius prolixus (Hemiptera: Reduviidae).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Los objetivos especificos fueron:

- Describir los patrones y secuencias comportamentales que ocurren en el apareamiento (cortejo-
copula) de Rhodnius prolixus.

- Analizar los efectos del contexto social (presencia/ausencia de potenciales parejas y/o
competidores) sobre el comportamiento de eleccién de pareja sexual.

- Estudiar la selectividad de las hembras por una pareja sexual en distintos momentos de su ciclo
ovulatorio.

- Determinar si la hembra considera el estado nutricional del macho como indicador de calidad, y

si su evaluacion es absoluta y/o relativa respecto de la presencia de otras potenciales parejas

sexuales.

- Analizar la inversién espermatica en R. prolixus, de acuerdo a la calidad de los machos vy al
contexto social presente.

- Determinar si el macho considera el estatus reproductivo de la hembra (virgen o copulada) como
indicador de calidad, y si existe una relacidn con su inversion espermatica.

- Analizar la influencia de la presencia de multiples hembras disponibles en el comportamiento
reproductivo del macho, determinando su ajuste en la evaluacidn e inversidn realizada en cada evento de
apareamiento.

- Comprender las reglas generales de toma de decision involucradas en el comportamiento de

eleccién de pareja.
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Capitulo 1.
Comportamiento de apareamiento
en funcion del contexto social

en Rhodnius prolixus

"Don't worry. I'm not going to deprive yvou of all your secrets.
Y gowng P Y Y
Just your most precious one."”

—Liliana Vess
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Capitulo 1. Comportamiento de apareamiento en funcion del contexto social en Rhodnius prolixus

Introduccidn

El primer paso para estudiar el comportamiento reproductivo de una especie es analizar los
patrones instintivos que ocurren entre sus miembros bajo circunstancias especificas. Para ello se utiliza
una metodologia cldsica de la Etologia, que es la construccidn de etogramas (Ruhela & Sinha, 2010). Estos
consisten en una descripcién detallada del flujo continuo de sucesos comportamentales llevados a cabo
por los individuos, divididos en unidades discretas caracteristicas - unidades comportamentales -, junto a
sus respectivas frecuencias de ocurrencias (Martin & Bateson, 1993; Barnard, 2004; Ruhela & Sinha,
2010). Toda esta informacidon se ordena en secuencias generalmente repetitivas que constituyen el
repertorio comportamental basico de una especie.

Idealmente, la construccién de etogramas reproductivos deberian realizarse en el entorno natural
de la especie, dado que es en ese contexto en que evolucionaron dichos comportamientos (Ruhela &
Sinha, 2010). Sin embargo, es muy comun que se realicen bajo condiciones de laboratorio con parejas
aisladas de su entorno y/o de sus conespecificos, afectando la validez externa de los resultados para
aquellas especies que viven en grupos o que se agrupan durante la época reproductiva.

El objetivo del presente Capitulo fue estudiar el comportamiento de apareamiento del triatomino
Rhodnius prolixus Stal (1859) (Hemiptera: Reduviidae). Esta especie es utilizada como modelo clasico de
la Fisiologia de Insectos, conociéndose ampliamente detalles de su fisiologia reproductiva (e.g. Buxton,
1930; Khalifa, 1950; Davey, 1967; Pratt & Davey, 1972a; Pratt & Davey, 1972b; Wang & Davey, 1993;
Chiang & Chiang, 2017). Sin embargo, aun no se ha realizado un etograma descriptivo completo de su
comportamiento reproductivo. A su vez, el comportamiento de apareamiento de la especie en cuestion
ha demostrado ser sensible a los efectos del contexto social, definido como la presencia de otras
potenciales parejas y/o competidores. Estudios previos realizados en nuestro laboratorio muestran que
las hembras de R. prolixus presentan la particularidad de exhibir una serie de comportamientos
estereotipados que cumplen la funcién de rechazo a la cépula. Estos comportamientos de discriminacion
activa solo se evidencian en presencia de otros individuos (Pompilio et al., 2016), por lo que el contexto
social es clave para esta especie.

A partir de estos antecedentes, se considerd pertinente la realizacién de dos etogramas, uno
realizado sobre la base de una pareja focal (macho y hembra) aislada y otro realizado en presencia de un
contexto social (otros machos potencialmente disponibles). Para ello, trabajamos bajo la hipdtesis de que
el comportamiento de apareamiento de las hembras se modifica en funcién de la disponibilidad de
potenciales parejas, ya que el costo de rechazar una oportunidad de cdpula es menor cuando existen
otras oportunidades de apareamiento. La prediccion que se desprende es que las hembras exhibiran

comportamientos de discriminacidén activa Unicamente en presencia de contexto social. Si ello fuera asi
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quedaria en evidencia la influencia de considerar una variable como ser la disponibilidad potencial de
otras parejas (que forma parte del entorno natural de una especie), para la construccién de etogramas

descriptivos.

Materiales y Métodos

Insectos

Se utilizaron individuos de R. prolixus criados desde huevo bajo condiciones de laboratorio, a una
temperatura de 28 + 1 °C, humedad relativa de 30-40 % y siguiendo un régimen de iluminacién de 12:12
hs (L:0). Todos los estadios fueron alimentados semanalmente ad libitum sobre gallinas vivas por el lapso
de una hora. Durante dicha alimentacidn, los insectos fueron colocados en recipientes cilindricos de
acrilico (9.5 x 8.5 cm) con un trozo de papel de filtro como substrato, y una cubierta de tela de nylon en
ambas bases. Cada recipiente fue colocado en contacto con la piel de la gallina, permitiendo a los
individuos caminar libremente por el substrato y alcanzar la fuente de alimento. Una vez ocurrida la
ecdisis imaginal, los insectos fueron clasificados por sexo y separados en recipientes plasticos individuales
(3.5 x 3.0 cm) con un nuevo substrato de papel de filtro, manteniéndose virgenes hasta el momento de
llevar a cabo los experimentos. Previo a su utilizacidn, cada ejemplar adulto fue alimentado sobre gallinas
vivas, registrando su peso antes y después de la alimentacién (Mettler AJ100, Mettler Instrument
Corporation, Hightstown, New Jersey, USA). Luego de la diuresis (aproximadamente 4 hs posterior a la
ingesta), se descartaron aquellos individuos que ingirieron menos de 55.6 mg de sangre y/o menos del
81.4% de su peso en sangre, ya que estos valores representan el minimo alimento necesario para que los
individuos estén aptos reproductivamente y las hembras puedan producir huevos (Goodchild, 1955;
Friend et al., 1965).

Todos los experimentos fueron llevados a cabo utilizando insectos virgenes, maduros
sexualmente, de 12 dias de edad y 7 dias de ayuno, durante las primeras horas de la escotofase, de forma
tal de coincidir con el maximo periodo de actividad observado en los triatominos (Lazzari, 1992). A su vez,
cada individuo fue utilizado una Unica vez y luego descartado, siendo siempre manipulado siguiendo las
reglas de bioseguridad del Servicio de Higiene y Seguridad de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,

Universidad de Buenos Aires, Argentina.

Dispositivo experimental

Para estudiar el comportamiento de los insectos se utilizé una arena experimental consistente en
un recipiente acrilico circular de 2.5 cm de alto y 14.0 cm de diametro, subdividido en dos secciones
semicirculares iguales por medio de un tabique transparente perforado (14.0 x 2.5 x 0.8 cm), que permitia

el paso de claves visuales y olfativas. A su vez, un segundo tabique removible de menor tamafio (7.0 x 2.5
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14.0 cm x 0.8 c¢cm), dividia una de las secciones en dos partes

idénticas. De este modo tres compartimientos quedaron

== ¥

definidos: uno mayor y dos menores (Fig. 1).

En la base de dicho dispositivo se colocd un papel

2.5cm

de filtro como substrato, el cudl fue reemplazado por uno
nuevo al finalizar cada experiencia para evitar la
contaminacién quimica entre las diferentes mediciones. La
m temperatura del cuarto experimental se establecid previo
Figura 1. Esquema de la arena experimental @ cada ensayo en 27 + 1°C, a través de un caloventor
utilizada en los ensayos comportamentales.

eléctrico, el cual fue apagado antes de comenzar las

mediciones. La humedad relativa vario entre 45-60%.

Grupos experimentales

Cada experimento consistié de dos fases: evaluacion previa y test. Durante la fase de evaluacion,
una hembra focal fue expuesta simultaneamente a la presencia de un macho focal y a la presencia (P) o
ausencia (A) de un contexto social, representado por tres machos extras. Todos los insectos se
encontraban contenidos dentro de uno de los compartimientos definidos anteriormente, separados por
los tabiques transparentes perforados removibles. Durante la fase de test, los insectos focales fueron
liberados.

De esta forma, dos grupos experimentales quedaron definidos: parejas focales en presencia de
otros machos (presencia de contexto social) y parejas focales en ausencia de otros machos (ausencia de

contexto social).

Procedimiento

Para el estudio del comportamiento de apareamiento se realizaron 40 ensayos de cortejo-copula,
20 en presencia (P) y 20 en ausencia de contexto social (A). Al comienzo de cada experimento los insectos
fueron introducidos individualmente en cada uno de los tres compartimientos: tres machos en la seccion
mayor, y una hembra y un macho focal en las secciones menores. De forma tal de evitar la perturbacion
mecdnica de los individuos que pudiera desencadenar la descarga de sus glandulas metasternales y de
Brindley, se transportd a los mismos desde sus recipientes de contencidn hasta el set experimental
utilizando un trozo de papel de filtro, permitiendo posteriormente que descendieran libremente
(Manrique et al., 2006).

A continuacion se permitié a todos los insectos explorar cada una de sus respectivas secciones,
familiarizdndose con la arena y con los restantes individuos contenidos en los cubiculos adyacentes. Dos
minutos después se retird el tabique menor que separaba los adultos focales, comenzando el registro

etoldgico. Dicho registro se continud desde el acercamiento de los insectos hasta la finalizacién de la
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copula y la posterior separacion de los adultos. Al finalizar cada experimento todos los individuos fueron
cuidadosamente retirados de la arena utilizando un nuevo trozo de papel de filtro para evitar cualquier
perturbacién.

A través de la observacién directa y de video-filmaciones se registré el comportamiento de los
insectos, determinando la frecuencia y duracién de cada unidad comportamental, ocurrencias de
rechazos a la cépula por parte de la hembra, latencia al primer intento de monta por parte del macho,
latencia a la copula, y duracién de la cépula y postcépula. Todos los experimentos fueron grabados
utilizando una camara web Genius FaceCam 1010 HD (KYE Systems Corp., Taipei, Taiwan), colocada a 35
cm sobre la arena, y bajo una intensidad de luz homogénea de 15 lux, permitiendo al experimentador

observar los insectos sin perturbarlos (Pompilio et al., 2016).

Andlisis de datos

Para la elaboracidon y comparacion de los etogramas descriptivos, se consideraron aquellas
unidades comportamentales que estuvieron presentes en al menos el 10% de los experimentos
realizados. A su vez, se registro la frecuencia de ocurrencia y secuencia de comportamientos utilizando el
programa JWatcher© v1.0 (Blumstein & Evans, 2000), a través de un Andlisis de Markov. Cabe destacar
gue se siguié la nomenclatura de unidades de comportamiento reproductivo definidas por autores previos
(e.g. Lima et al., 1986; Rojas et al., 1990; Manrique & Lazzari 1994; Pires et al., 2004; Vitta & Lorenzo,
2009; Pompilio et al., 2016), para facilitar su comparacién. Finalmente, se contrastaron las frecuencias de
dichos comportamientos mediante pruebas de Chi? aplicando la correccién de Bonferroni. Para el estudio
de las latencias y duraciones de los comportamientos se verific6 normalidad (Shapiro-Wilk test) y
homogeneidad de varianza (Levene test) de los datos, comparando posteriormente entre los grupos
experimentales (P vs. A) mediante un ANOVA de dos colas. En los casos en que fue requerido, se
efectuaron contrastes a posteriori a través del test de Tukey. Todos los resultados fueron analizados

utilizando el paquete estadistico InfoStat® v2016p (Di Rienzo et al., 2016).

Resultados

Del total de los 40 ensayos realizados (20 por cada grupo) se obtuvieron 15 cépulas en presencia
de contexto social (P) y 19 en ausencia del mismo (A). Si bien no se encontraron diferencias significativas
en la frecuencia de ocurrencia de cépula entre los grupos experimentales (P=75%, A=95%), se observo
una tendencia a que cuando existen otros machos disponibles se reduce en un 20% la ocurrencia de
cépula (Chi? H=3.14, p=0.0765, N=40).

El comportamiento de apareamiento de R. prolixus resulté altamente estereotipado, presentando

variaciones de acuerdo a la presencia/ausencia de contexto social. Se distinguieron doce unidades
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comportamentales relacionadas con el cortejo-cépula:
posicién vigilante, aproximacién, monta, salto, rotacién,
posicién dorso-lateral, eversién del aedeago, contacto de
genitalia (cépula), golpeteo, movimiento lateral, sujecion, y
separacion (Fig. 2). A su vez se reconocieron tres unidades
comportamentales asociadas al rechazo de la cdpula por
parte de la hembra: evasidon, levantamiento abdominal y
achatamiento (Fig. 3).

El apareamiento comenzd tipicamente por iniciativa

del macho, dado que éste manifiesta las primeras sefiales

- comportamentales de deteccién del otro sexo. Luego de un
Figura 4. Pareja de R. prolixus en copula.
El macho (izquierda), en posicién dorso-
lateral, se encuentra sujetando a dorsaly  macho dejé de moverse, adoptando una posicién vigilante
a ventral a la hembra (derecha) con sus
tres pares de patas. Escala: 0.5 cm.

breve periodo en que los insectos exploraron la arena, el

(apuntando sus antenas en direccidn a la hembra, siguiendo

Tomado de Chiang & Chiang (2017). sus movimientos). Posteriormente, el macho se aproximd
hacia la hembra e intenté montarla, ya sea lentamente trepando o velozmente a través de un salto a corta
distancia. En algunos pocos casos se observé una rotacién de 360° del macho sobre el dorso de la misma.
Una vez posicionado sobre la hembra, se colocd en posicion dorso-lateral respecto de ella, con su cabeza
mirando en la misma direccion y sujetandola dorsal y ventralmente con sus tres pares de patas (Fig. 4).
En esta posicion la hembra suele permanecer inmévil durante toda la cdpula, aunque tiene libertad de
movimiento por la arena si lo requiere. Una vez que el macho se encontré afirmado, acercd su extremo
abdominal posterior hacia el de la hembra asistiéndose con su ultimo par de patas, y evertié su aedeago.
Con ayuda de sus parameros asegurd la genitalia femenina e introdujo su érgano copulador, inicidndose
la copula. Ya avanzada la misma (aproximadamente desde la mitad del apareamiento), el macho realizo
una serie de golpeteos con su primer par de patas en el dorso de la hembra, alternando con movimientos
abdominales laterales hacia la misma. Estos comportamientos se repitieron alternados, cesando hacia el
final de la copula, momento en que el macho separé su genitalia, y se posiciond nuevamente sobre el
dorso de la hembra (unidad comportamental: sujecion). En estos momentos el macho suele realizar un
nuevo giro de 360° sobre la hembra, previo a separarse y a alejarse de ella al cabo de un breve periodo
de tiempo (Fig. 2).

En respuesta a los intentos de cdpula por parte del macho, se observé una serie de
comportamientos estereotipados caracteristicos de rechazo que variaron en frecuencia de acuerdo a la
presencia/ausencia de contexto social. En ausencia del mismo (A), se observo en pocos ensayos (2 de 20)
que la hembra elevd su abdomen (unidad comportamental: levantamiento abdominal) en respuesta al
intento de colocarse en posicidon dorso-lateral del macho, impidiendo el contacto de las genitalia. Este

respondio en todos los casos realizando golpeteos en el dorso de la hembra con su primer par de patas.
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Figura 2. Diagrama de flujo mostrando la probabilidad de transicion (espesor de la flecha) entre cada unidad
comportamental. Se representan los comportamientos del macho (lineas negras) y hembra (lineas de color) de R.
prolixus, en ausencia de contexto social (A) (n=20).

De persistir el levantamiento abdominal, los insectos se separaron, retomando el macho sus intentos de
monta posteriormente (Fig. 2). Cuando el contexto social estuvo presente, se observaron modificaciones
significativas en el comportamiento de la hembra. Ante intentos de monta a través del salto por parte del
macho, la hembra usualmente realizé un comportamiento de evasidn, alejandose del mismo. En otras
ocasiones, la hembra achaté su cuerpo contra el sustrato (unidad comportamental: achatamiento),
impidiendo al macho alcanzar la posicion dorso-lateral y afirmarse a la hembra con sus patas, o levanté
su abdomen (unidad comportamental: levantamiento abdominal), evitando el contacto genital. Ambos
comportamientos finalizaron con la interrupcion de los intentos de cdpula del macho, la separacion de los
individuos y el reinicio de los intentos de monta (16 rechazos sobre 20 ensayos) (Fig. 3).

Al analizar el nUmero medio de ocurrencias de cada comportamiento, en presencia/ausencia de
contexto social, se encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales. En presencia
de machos extra, los comportamientos de rechazo a la cépula “achatamiento” y “levantamiento
abdominal” aumentaron significativamente (Chi%: H=5.16, p<0.01, N=40; H=3.90, p=0.03, N=40,

respectivamente) (Fig. 4). Mientras que en ausencia de otras parejas disponibles, los comportamientos
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asociados a la copula “movimiento lateral” y “golpeteo” son los que aumentaron significativamente (Chi%:

H=8.38, p<0.01, N=40; H=4.23, p=0.03, N=40, respectivamente) (Fig. 5).

(P)

¥
Posicion vigilante ‘ Aproximacién

¢ Monta Saltp == Eyasidn

Separacwn Rotacién
Sujecién E % %
: Posicion
Achatamiento dorso-lateral

Levantamiento
abdominal

|

Movimiento
lateral
Eversion
aedeago
Golpeteo I

Contacto
genitalia

0.10 probabilidad

f—0.11-0.19 probabilidad
BN ()20-0.39 probabilidad
I 0.40-0.59 probabilidad

>0.60 probabilidad

Figura 3. Diagrama de flujo mostrando la probabilidad de transicion (espesor de la flecha) entre cada unidad
comportamental. Se representan los comportamientos del macho (lineas negras) y hembra (lineas de color) de R.
prolixus, en presencia de contexto social (P) (n=20).

Finalmente, al contrastar la frecuencia de ocurrencia de los comportamientos de rechazo a la
copula en presencia y ausencia de contexto social, se observd que son significativamente mas habituales
cuando existen otras potenciales parejas disponibles (Chi*: H=19.80, p<0.0001, N=40). Al comparar la
duracidn de la cépula entre los grupos experimentales (P vs. A), se observd que ante la presencia de
contexto social, la misma se prolonga significativamente un 7.14% mds que en su ausencia (ANOVA:
F=5.46, p=0.0249, N=40; A=37.14+0.80 min, P=39.79+0.80 min, MediatEE) (Tukey: p<0.05, N=40). Al
evaluar la duracién de la “sujecion” no se encontraron diferencias significativas entre la presencia y
ausencia de contexto social (ANOVA: F=0.63, p=0.4324, N=40; A=8.03+1.12 min, P=8.63+£1.12 min,
MediazEE).
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Figura 5. Valores medios y desvié estandar del nimero de ocurrencias de unidades comportamentales asociadas con el
comportamiento de apareamiento de R. prolixus, distinguiendo entre presencia (P) y ausencia de contexto social (A). *
indican diferencias significativas entre grupos.

Discusion

En la especie en estudio analizada en el presente Capitulo, Rhodnius prolixus, se comprobé que el
comportamiento de apareamiento de machos y hembras es altamente estereotipado, siguiendo una
secuencia determinada de unidades comportamentales en un ciclo repetitivo. Esto concuerda con lo
descripto para otras especies de triatominos en condiciones de laboratorio (Lima et al., 1986; Rojas et al.,
1990; Manrique & Lazzari, 1994; Pires et al., 2004; Vitta & Lorenzo, 2009; Chiang & Chiang, 2017), lo que
indicaria que dicho comportamiento de apareamiento, mas alla de algunas diferencias inter especificas,
seria un cardcter muy conservativo del grupo.

Los comportamientos descriptos exhibidos por machos forman parte del cortejo-cépula, mientras
qgue los comportamientos descriptos exhibidos por hembras cumplen la funcién de rechazo a la cépula,
ya que derivan en la separacion fisica de los individuos. Estos resultados concuerdan con los reportados
por Pompilio et al. (2016) en R. prolixus, en donde encuentran un decremento significativo en la incidencia
de cépula y un aumento en la latencia a la cépula ante la exhibicién de estos mismos comportamientos

estereotipados por parte de la hembra. Estudios previos en otras especies de triatominos muestran que
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las hembras rechazan activamente a potenciales candidatos a través de la exhibicién de comportamientos
estereotipados, como ser el achatamiento del abdomen contra el substrato, la estridulacién, la evasidén y
los movimientos abdominales (Manrique & Lazzari, 1994; Pires et al., 2004, Vitta & Lorenzo, 2009). Dichos
comportamientos dificultan el contacto fisico con el macho y limitan el acceso a la genitalia femenina,
disminuyendo la probabilidad de cépula o retrasando la misma. En otros insectos o grupos de animales
no es frecuente que se reporten comportamientos de discriminacion activa en hembras. Las pocas
evidencias halladas provienen de la observacidon de hembras virgenes de Drosophila melanogaster, que
también exhiben comportamientos (como pataleo) que podrian prevenir la cépula y repeler los intentos
de monta del macho (Bastock & Manning, 1955; Spieth, 1966).

En relaciéon a los dos etogramas realizados, se observaron importantes variaciones en los patrones
comportamentales hallados y sus respectivas frecuencias de ocurrencia. Las diferencias observadas serian
consecuencia de las condiciones experimentales utilizadas para realizar cada uno de ellos. En el caso del
etograma realizado en presencia de contexto social (otros machos potencialmente disponibles) se
evidencié que un alto porcentaje de hembras rechazaron intentos copulatorios por parte del macho (16
sobre 20), incrementandose significativamente los comportamientos de “evasion”, “levantamiento
abdominal” y “achatamiento”. Tal como se esperaba, en ausencia de contexto social, pocas hembras
rechazaron los intentos de cépula del macho (2 sobre 20). El hecho de que la hembra modifique
significativamente su grado de selectividad en funcién de la potencial oferta de machos refuerza la
hipotesis de que el comportamiento de rechazo es flexible y depende del costo asociado a tal decision.
Shelly & Bailey (1992) y Berglund (1995) sugieren que en escenarios donde el nimero de machos
potenciales disponibles es escaso, el costo de busqueda de nuevas parejas para la hembra es elevado, y
en consecuencia, las hembras disminuyen su grado de selectividad. En nuestro caso, el costo de rechazar
a un macho para la hembra en ausencia de otros potenciales candidatos es mas elevado que para la
hembra en presencia de ellos. Esta diferencia repercute claramente en el tipo y frecuencia de aparicion
de comportamientos estereotipados exhibidos por las hembras en presencia y ausencia de contexto
social. Estos resultados muestran la importancia de evaluar a los individuos en un entorno similar al
natural. Dado que las vinchucas son insectos gregarios, un etograma reproductivo en presencia de dicho
contexto seria el que mayor validez externa le confiere, aportando una comprensién mds amplia del
comportamiento de apareamiento de la especie.

Una de las razones por las que los etogramas bajo condiciones de laboratorio no suelen realizarse
en presencia de contexto social es su dificultad practica, en el sentido de que si todos los individuos se
desplazan libremente por la arena experimental es muy dificil evaluar de manera clara y precisa cada
comportamiento a causa de la multiple interaccién. Para sortear tales inconvenientes, en el presente
trabajo se disefié y construyd especialmente un dispositivo que permite a los insectos percibir la presencia
de otros individuos cercanos a través de claves visuales y olfativas, evitando el contacto fisico.

Consideramos que esta metodologia podria aplicarse o adaptarse a otras especies que viven en grupos o
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se agrupan para la reproduccién, con el objetivo de observar en un contexto mas natural los

comportamientos asociados al cortejo, apareamiento y posible rechazo a cépula.
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Capitulo 2.
Selectividad sexual en hembras
y riesgo de oviposicion

de huevos infértiles

"The rules of logic and order have already
made the choice for you."

—Isperia
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Capitulo 2. Selectividad sexual en hembras y riesgo de oviposicidon de huevos infértiles

Introduccidn

A diferencia del macho, las hembras producen una limitada cantidad de gametas y, como
consecuencia, son selectivas a la hora de elegir la pareja sexual que fecundara sus huevos. La selectividad
de las hembras se evidencia a través del desarrollo de mecanismos ya sea para atraer buenos candidatos
y/o rechazar a aquellos de baja calidad. Sin embargo, la decisién de aceptar o rechazar un macho no
depende exclusivamente de su calidad, ya que un mismo candidato puede ser aceptado por una hembra
y rechazado por otra. Una posible explicacién es que existan diferencias en las preferencias de las
hembras. Pero la explicacion mas factible es que lo que varia entre ellas no son sus preferencias sino su
grado de selectividad a la hora de decidir aceptar o rechazar una pareja sexual. Estudios previos apoyan
justamente esta Ultima hipdtesis, mostrando la existencia de variabilidad en el grado de selectividad de
las hembras ya sea dentro de una misma poblacién o entre diferentes poblaciones (Kodric-Brown &
Nicoletto, 1996).

La variacion en el grado de selectividad de las hembras puede ser consecuencia tanto de factores
extrinsecos y/o intrinsecos. Como factores extrinsecos se encuentran aspectos ambientales o ecoldgicos,
como ser el riesgo de predacidn o los cambios estacionales (Hedrick & Dill, 1993; Borg et al., 2006). Como
factores intrinsecos se incluyen la carga parasitaria de la hembra (Poulin, 1994; Lépez, 1999; Pfennig &
Tinsley, 2002), su experiencia previa (Collins, 1995; Hebets, 2003; Hebets & Vink, 2007) y su estatus
reproductivo (Moore & Moore, 2001; Coleman et al., 2004; Uetz & Norton, 2007).

En base a estos antecedentes, el presente Capitulo estudia si el grado de selectividad de las
hembras de R. prolixus se modifica de acuerdo a los costos que tiene rechazar un macho en distintos
momentos del ciclo ovulatorio. En particular, nos preguntamos si las hembras que corren un alto riesgo
de oviponer sus huevos infértiles disminuyen su grado de selectividad y, en consecuencia, exhiben en
menor proporcidon comportamientos de rechazo a la cépula.

Como se ha explicado en el Capitulo 1, las hembras de R. prolixus exhiben comportamientos de
discriminacién activa en respuesta a intentos de cépula por parte del macho. Estos comportamientos de
rechazo dificultan o previenen el contacto con la genitalia y conducen a una disminucidn significativa en
laincidencia de cépula (Pompilio et al., 2016). Asimismo, en un experimento previo realizado por el grupo
en R. prolixus se ha encontrado una fuerte correlacion negativa entre el peso de la hembra y la
probabilidad de rechazar al macho (Pompilio et al., 2016). Las hembras con mayor peso practicamente no
exhiben comportamientos de rechazo a la cépula. Dado que las diferencias en el peso no estaban
correlacionadas con el grado de alimentacion, nos preguntamos si las hembras mas pesadas tendrian una
mayor cantidad de huevos infértiles retenidos préximos a oviponer. Es sabido que las hembras de R.

prolixus son capaces de retener huevos viables por determinada cantidad de tiempo que oscila entre 7 y
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10 dias. Luego de este periodo los huevos son ovipuestos y/o reabsorbidos independientemente de que
haya habido fecundacién (Buxton, 1930; Davey, 1967).

En base a estos antecedentes, la hipdtesis planteada en este Capitulo es que las hembras
modifican su grado de selectividad en funciéon de cambios en los costos de aceptar o rechazar una
oportunidad de cépula. Dichos cambios en los costos se manipulardn a través de variaciones en el nivel
de riesgo de oviposicion de huevos infértiles. Para poner a prueba esta hipétesis se estudidé primero la
dinamica de oviposicion de hembras de R. prolixus. En base a la informacidn obtenida, se seleccionaron
dos grupos de hembras: hembras con alto riesgo de oviponer huevos infértiles y hembras con bajo riesgo
de oviponer huevos infértiles. La prediccidn es que el comportamiento de rechazo de hembras con alto
riesgo se reducird debido al elevado costo que significa perder una oportunidad de apareamiento con la

consecuente pérdida de gametas.

Materiales y Métodos

Insectos

Se utilizaron individuos de R. prolixus criados y mantenidos en condiciones de laboratorio
siguiendo el procedimiento descripto en el Capitulo 1 (pag. 15). Previo a su utilizacidon experimental, todos
los adultos fueron alimentados siguiendo un régimen determinado que se describird en préoximas

secciones (ver mas abajo).

Estudio previo: ciclo ovulatorio y dindmica de oviposicion en hembras de R. prolixus

Sobre un total de 35 hembras virgenes recientemente mudadas, se realizdé un estudio de la
dindmica de oviposicidn a lo largo de su primer y segundo ciclo ovarico, con el fin de obtener dos grupos
de hembras lo mas cercanas en edad posible, que difieran en su cantidad de huevos retenidos. Para ello,
todas las hembras fueron alimentadas al quinto dia postecdisis, descartando aquellas que no cumplieron
con los criterios previamente descriptos en el Capitulo 1 (Goodchild, 1955; Friend et al., 1965, pag. 15).
Luego de dicha alimentacion, las mismas se separaron en dos grupos: hembras con una Unica alimentacion
(Grupo 1) y hembras con dos alimentaciones (segunda alimentacién a los 19 dias postecdisis, Grupo 2).

A partir del sexto dia se cuantificd el nimero de huevos ovipuestos por hembra por dia, hasta
evidenciarse 4 dias consecutivos sin oviposicidn, alcanzando el ensayo una duracién de 60 dias. A lo largo
del experimento, todos los insectos se mantuvieron individualmente en sus recipientes plasticos de
contencidn y bajo condiciones de laboratorio controladas (28 + 1 °C, 30-40% HR, 12:12 hs L/O).

La dindmica observada mostré que las hembras comenzaron a oviponer sus huevos como
infértiles a partir del dia 16, alcanzando un valor mayor el dia 31, y culminando la oviposicion el dia 54

(Figura 1). A partir de estos resultados, determinamos dos grupos de hembras:
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Hembras de bajo riesgo (BR): hembras sexualmente maduras de 12 dias postecdisis de edad, que no

comenzaran a oviponer sus huevos hasta el dia 16. Estas han desarrollado los huevos de su primer
ciclo ovarico y pueden retenerlos por mas tiempo, es decir, tienen bajo riesgo de oviponerlos

como infértiles.

Hembras de alto riesqgo (AR): hembras sexualmente maduras de 26 dias postecdisis de edad, que ya

iniciaron el proceso de oviposicidén de los huevos pertenecientes al primer ciclo ovarico. Estas
poseen huevos desarrollados del primer ciclo ovulatorio que no puede seguir siendo retenidos
por mas tiempo, ya que la segunda alimentacién desencadend un nuevo ciclo ovulatorio (Friend

etal., 1965). Por lo tanto, estas hembras tienen alto riesgo de oviponer sus huevos como infértiles.
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Figura 1. Nimero medio de huevos ovipuestos por hembra/dia (Media+DS) a lo largo del primer y segundo ciclo ovarico
de hembras virgenes de R. prolixus. Las flechas indican la edad que identifica a los grupos de hembras de bajo riesgo
(BR) y alto riesgo (AR). Los circulos rojos sefialan la alimentacién que dispara el ler y 2do ciclo ovarico, (5° y 19° dia,

respectivamente).

Riesgo de oviposicidn y su relacion con los comportamientos de rechazo a la copula

Dispositivo experimental

Para estudiar el comportamiento de los insectos se utilizé la misma arena experimental descripta
en el Capitulo 1 (ver pag. 15), que consistia en un recipiente acrilico circular, subdividido en tres secciones
por medio de dos tabiques transparentes perforados que permitia el paso de claves visuales y olfativas.
En la base de dicho dispositivo se colocd un papel de filtro como substrato, el cual fue reemplazado por
uno nuevo al finalizar cada experimento. La temperatura del cuarto experimental se establecidé en 27 +

1°C, y la humedad relativa varié entre 45-60%.

Grupos experimentales
Cada experimento consistié de dos fases: evaluacion previa y test. Durante la fase de evaluacion,

cada hembra fue expuesta simultdneamente a la presencia de un macho focal y a la presencia (P) o
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ausencia (A) de contexto social, representado por tres machos extras. Todos los insectos se encontraban
contenidos dentro de los compartimientos definidos previamente, separados por los tabiques
transparentes perforados removibles. Durante la fase de test, la hembray el macho focal fueron liberados.

|”

De esta forma, dos factores fueron definidos “riesgo de oviposicién” y “contexto social”, cada uno
con dos niveles: “hembras de alto y bajo riesgo”, y “contexto social presente y ausente”, respectivamente.
Los grupos intersexuales se establecieron al azar siguiendo un disefio factorial entre ambos factores,
probdndose todas las combinaciones posibles y determinando cuatro grupos experimentales: hembras
de bajo riesgo en presencia de contexto social (BR-P), hembras de bajo riesgo en ausencia de contexto

social (BR-A), hembras de alto riesgo en presencia de contexto social (AR-P) y hembras de alto riesgo en

ausencia de contexto social (AR-A).

Procedimiento

Para determinar si existe relacion entre el riesgo de oviposicion y la ocurrencia de
comportamientos de rechazo a la cépula se realizaron 80 ensayos comportamentales (20 para cada grupo
experimental), utilizando hembras de alto y bajo riesgo y machos virgenes, maduros sexualmente y en
condiciones de alta disposicion para la cdpula.

Previo a la utilizacidon de los insectos en los experimentos, los mismos fueron pesados para
confirmar su estado nutricional (Mettler AJ100, Mettler Instrument Corporation, Hightstown, New Jersey,
USA). Al comienzo de cada ensayo se los introdujo individualmente en cada uno de los compartimientos:
tres machos en la seccion mayor, y una hembra y un macho focal en las secciones menores. De forma tal
de evitar la perturbaciéon mecanica de los individuos, se transporté a los mismos desde sus recipientes de
contencidn hasta el set experimental utilizando un trozo de papel de filtro (Manrique et al., 2006).

A continuacién se permitié a los insectos explorar dentro de sus secciones, familiarizandose con
la arena y con los restantes individuos contenidos. Dos minutos después se retird el tabique menor que
separaba los adultos focales, comenzando el registro etoldgico. Dicho registro se continué desde el
acercamiento de los insectos focales hasta evidenciarse la cépula (contacto de genitalia), o en su defecto
hasta 60 minutos. Al finalizar cada experimento todos los individuos fueron cuidadosamente retirados de
la arena utilizando un trozo de papel de filtro. Cabe destacar que entre cada experimento, se procedié al
lavado del set (utilizando Alcohol 70%) y a la ventilacidn del cuarto experimental.

A través de la observacion directa y de video-filmaciones se registré el comportamiento de los
insectos, cuantificando intentos de monta del macho, ocurrencia de rechazos a la cépula por parte de la
hembra, latencia a la monta por parte del macho y latencia a la cépula. Finalmente, se realizé la diseccidn
abdominal de todas las hembras para cuantificar la cantidad de huevos retenidos. Todos los experimentos
fueron grabados utilizando una cdmara web Genius FaceCam 1010 HD (KYE Systems Corp., Taipei,
Taiwan), colocada a 35 cm sobre la arena, y bajo una intensidad de luz homogénea de 15 lux, permitiendo

al experimentador observar los insectos sin perturbarlos (Pompilio et al., 2016).
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Andlisis de datos

Se evaluo la existencia de diferencias en la frecuencia de rechazos a la cépula por parte de la
hembra entre los diferentes grupos experimentales, utilizando un modelo de regresion logistica en donde
las variables explicativas fueron el riesgo de oviposicion en la hembra (alto riesgo/bajo riesgo) y el
contexto social (presente/ausente), mientras que la variable dependiente fue el comportamiento de
rechazo (Si/No). A su vez, para confirmar que hembras de alto y bajo riesgo se encontraban cursando su
segundo y primer ciclo ovarico respectivamente, se compard la cantidad de huevos retenidos de las
mismas mediante un ANOVA de dos factores. A continuacion, se investigd si la cantidad de huevos
retenidos es predictora del peso corporal de las hembras, utilizando un modelo de regresién lineal.
Finalmente, para el estudio de la latencia del macho al primer intento de monta y a la cépula, se
compararon los distintos grupos experimentales mediante un ANOVA de dos factores. En los casos en que
fue requerido, se efectuaron contrastes a posteriori a través del test de Tukey. Todos los resultados fueron

analizados utilizando el paquete estadistico InfoStat® v2016p (Di Rienzo et al., 2016).

Resultados
100% - Al analizar los ensayos realizados, se
90% - encontraron diferencias en la frecuencia de
80.00%
. 80% A comportamientos de rechazos a la cépula
X
@ 70% A entre los distintos tratamientos aplicados (BR-
N
© .
5 60% ~ P, BR-A, AR-P y AR-A). Dichos
()
g 50% 1 45.00% comportamientos de rechazo fueron mas
©
S % - . .
o 40% frecuentes en hembras de bajo riesgo (BR),
()
3 30% - . . .
o tomando valores intermedios en ausencia de
" 20% A
10.00% contexto social (BR-A, 45%), y volviéndose
10% A
. 0.00% maximos en presencia del mismo (BR-P, 80%).
0%
BR-P BR-A AR-P AR-A En hembras de alto riesgo, los

comportamientos de rechazo a la cdpula
Figura 2. Porcentaje de rechazo por parte de la hembra de P P

acuerdo al riesgo de oviposiciéon de sus huevos como fueron minimos o nulos tanto en presencia
infértiles (BR/AR), de acuerdo al contexto social (P/A)

(N=80). como en ausencia de contexto social (>10%)
(Fig. 2).

Los resultados de la regresion logistica, con las variables explicativas “riesgo de oviposicién en la

hembra” (AR/BR) y “contexto social” (P/A), y la variable dependiente “comportamiento de rechazo”

(Si/No), mostraron que la exhibicidn de rechazos por parte de la hembra aumenté significativamente

cuando el riesgo de oviposicidn es bajo (BR) (p<0.0001), y cuando el contexto social esta presente (P)
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(p=0.0107) (Tabla 1). Dado que la interaccién entre los tratamientos no fue significativa (p=0.3876), solo
se consideraron los efectos principales para analizar el comportamiento de la hembra. Asi, la probabilidad
de observar rechazos aumentd a 65% en hembras de bajo riesgo (BR), resultado que disminuyé a 4% en
hembras de alto riesgo (AR). A su vez, cuando el contexto social estaba presente (P) la probabilidad de

rechazar un macho focal aumenté a 39%, mientras que decayé a 10% en ausencia del contexto (A) (Tabla

2, Fig. 3).
Estimador 4 p-valor Riesgo de oviposicion
0.8
Riesgo de oviposicion 3.87 4.44 <0.0001* g
~ 0.7
Contexto social -1.75 -2.55 0.0107* -f:: 06
g o
Riesgo*Contexto 14.78 0.01 0.3876 E 05
T 04
Tabla 1. Resultados de la regresion logistica para la 2
frecuencia de rechazos por la hembra en funcién del riesgo -é 03
de oviposicién de acuerdo al contexto social (N=80). 2 02
a
0.1
0
. . . ez . Bajo ri Altori
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Bajo riesgo 0.65 0.08 A Contexto Social
Alto riesgo 0.04 0.03 B 0.9
1%
o 0.8
@
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Contexto social Media E.E. <
x 0.6
Presente 0.39 0.12 A S 0.5
®
Ausente 0.10 0.05 z 04
E 0.3
Tabla 2. Probabilidad de rechazos por la hembra de acuerdo g 0.2
al riesgo de oviposicion y al contexto social (efectos 0.1
principales). EE: Error Estandar. Letras diferentes representan 0
diferencias significativas entre grupos (p<0.05) (N=80). Presente Ausente

Figura 3. Probabilidad de rechazo a la cépula
Por otro lado, se observd que la cantidad de huevos  (M+*EE) de acuerdo al riesgo de oviposicidn y
. . . al contexto social (Presente/Ausente) (N=80).
retenidos siempre fue mayor en hembras de alto riesgo (AR)
(ANOVA: F=49.13, p<0.0001) (Tukey: p<0.05, N=80) (Fig. 4 y 5), y que dicha retencién se correlaciond
negativamente con la frecuencia de rechazos a la cépula (Correlacion de Pearson: r=-0.34, N=80,
p=0.0023). Cabe destacar, a su vez, que la cantidad de huevos retenidos se correlaciond positivamente
con el peso corporal de las hembras (Correlacion de Pearson: r=0.37, N=80, p=0.0007; Regresion lineal:
R?=0.14, F=12.34, N=80, p=0.0007) (Fig. 6).
Finalmente, considerando la latencia del macho focal al primer intento de monta, se observaron
diferencias significativas entre los tratamientos (ANOVA: F=9.13, p=0.0034) (Tukey: p<0.05, N=80),

destacandose que los machos se aproximaron en un menor intervalo de tiempo (37.5% menor) a la

hembra focal en presencia de contexto social (P), independientemente del riesgo de oviposicion que ésta

31



De Simone, G. A.

posea (Fig. 7). Al considerar la latencia a la cépula del macho focal, no se observaron diferencias

significativas entre los distintos tratamientos (ANOVA: F=1.00, N=80, p=0.3993, BR-P=276.91+149.16 seg,

BR-A=292.93+236.08 seg, AR-P=198.81+171.98 seg, AR-A=264.61+153.51 seg). Sin embargo, al evaluar la

influencia de los comportamientos de rechazo en la latencia a la cépula, se observd que la presencia de

dichos comportamientos retarda la ocurrencia de la misma (ANOVA: F=7.59, N=80, p=0.0074, Rechazo

presente= 345.39+ 226.56 seg, Rechazo ausente=221.41+ 149.74 seg) (Tukey: p<0.05, N=80).
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Figura 5. Detalle de huevos retenidos en hembras de
R. prolixus de acuerdo a su riesgo de oviposicidn.
Derecha: hembra de alto riesgo (AR). lzquierda:
hembra de bajo riesgo (BR).
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Figura 7. Latencia (M+EE) del macho a la monta de
acuerdo al riesgo de oviposicion y al contexto
social. Letras distintas representan diferencias
significativas entre grupos (N=80).
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Discusion

La ocurrencia de comportamientos de rechazo a la cépula en hembras de R. prolixus se vio
significativamente afectada por ambas variables manipuladas: el contexto social y por el riesgo de
oviposicién de huevos infértiles de la hembra.

En relacidn al contexto social, los resultados indican que la presencia de otros machos incrementa
significativamente (en aproximadamente un 20%) la frecuencia y probabilidad de ocurrencia de rechazo
por parte de la hembra. Ello favorece la hipdtesis de que el comportamiento de rechazo es flexible y
depende del costo que tenga para la hembra la pérdida de una oportunidad de cépula. En el caso de
hembras en escenarios con mayor cantidad de machos potencialmente disponibles, el costo de rechazar
al macho focal es claramente menory ello se vio reflejado en un incremento en su grado de selectividad.

Recientemente, Westerman et al. (2014) estudiaron en el lepiddptero Bicyclus anynana el efecto
del contexto social en las interacciones macho-hembra, observando y comparando el comportamiento de
parejas con el de triadas conteniendo un macho o una hembra extra. Sorprendentemente, encontraron
gue en presencia de individuos adicionales tanto machos como hembras copularon menos que cuando la
pareja estaba aislada. Al igual que nuestros estudios, este sugiere que la influencia del contexto social es
un fendmeno mas generalizado y no sélo presente en R. prolixus.

En relacidén al riesgo de oviposicion de huevos infértiles, el grupo de hembras con bajo riesgo de
perder sus huevos fue extremadamente selectivo, rechazando a los machos con una probabilidad del 65%.
Por otro lado, el grupo de hembras con alto riesgo de perder sus huevos como infértiles fue muy poco
selectivo, siendo la probabilidad de rechazo del 5%.

No se encontré una interaccion significativa entre el contexto social y el riesgo de oviposicién de
huevos infértiles, con lo cual los efectos de ambas variables simplemente se suman. Los resultados
muestran claramente que el efecto mas dramdtico que afecta el grado de selectividad de la hembra es el
riesgo de oviponer huevos infértiles. Con lo cual podemos predecir que ante situaciones en donde ambas
variables fluctien en la naturaleza, la que tendra mayor peso en el algoritmo de toma de decision utilizado
por la hembra serd el riesgo de oviposicidon de huevos infértiles. A partir de ello podemos inferir que los
costos por la pérdida de huevos infértiles son mas altos para la hembra que los costos asociados a la falta
de otros candidatos al momento de tomar la decisién. Esta inferencia, sumado al hecho de que las
hembras de bajo riesgo sin contexto social rechazan al macho con una probabilidad del 45%, sugiere que
la ausencia total de otros candidatos creada artificialmente en el laboratorio, si bien representa para las
hembras un costo (y ejerce un efecto significativo), la misma no es percibida por las hembras como
ausencia permanente a futuro (de lo contrario, no habrian exhibido tal grado de selectividad).

Existen al momento pocos estudios que abordan el tema de la plasticidad fenotipica de la hembra
en relacion a su estado reproductivo. Cambios en el estado reproductivo han sido evaluados en algunos

casos a través de diferencias significativas en la edad de las hembras evaluadas. Se espera que hembras
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de mayor edad sean menos selectivas ya que se encuentran mas cerca de la muerte o tienen un valor
reproductivo residual menor (Real, 1990). Existe evidencia empirica a favor de esta hipdtesis. Hembras
mayores de edad de grillos (Acheta domesticus), por ejemplo, no muestran preferencias significativas por
cantos de llamado de machos mas atractivos comparadas con las de hembras jévenes (Gray, 1999). De la
misma manera, hembras de guppies de mayor edad son menos selectivas que las jovenes aun cuando han
permanecido virgenes (Kodric-Brown & Nicoletto, 2001). Otra serie de trabajos han estudiado
especificamente los efectos de los ciclos ovulatorios sobre las preferencias de las hembras. Lea et al.
(2000), por ejemplo, ha mostrado que la fase ovulatoria impacta en la consistencia de las preferencias de
las hembras en sapos midwife. Sin embargo, para aquellos que viven en Mallorca, en donde la hembra no
paga un costo adicional por ser selectiva ya que puede mantener sus huevos por mas tiempo en sus
oviductos, su grado de selectividad es elevado a lo largo de todo su ciclo ovulatorio.

Los resultados de la diseccidon y conteo de huevos retenidos realizado al finalizar cada ensayo
confirmé que, efectivamente, existen diferencias significativas en dicha cantidad entre los grupos de alto
y bajo riesgo de oviposicidn, siendo en el caso de hembras de alto riesgo practicamente el doble que en
el de hembras de bajo riesgo. Por otra parte, se confirma la relacién positiva entre el peso y nimero de
huevos retenidos. Estos resultados concuerdan con los datos anteriores mencionados en la Introduccion
(Pompilio et al., 2016), que fueron los que sugirieron la posible existencia de esta relacion.

Los resultados obtenidos en el presente Capitulo tienen una importante relevancia metodoldgica,
ya que existen grandes diferencias entre las decisiones que pueden tomar hembras que se encuentren
cursando distintos ciclos ovaricos. Como en esta especie es posible desencadenar y controlar a través de
la alimentacién los ciclos ovaricos de las hembras (Friend et al., 1965), consideramos crucial que las
hembras evaluadas a futuro en temas ligados a eleccién de pareja sean de una edad precisa y se
encuentren bajo las mismas condiciones de alimentacion.

En relacién a los machos, los mismos no han evidenciado preferencias por alguno de los tipos de
hembras presentados, ya que la latencia a la monta fue similar para ambos grupos (alto y bajo riesgo). Sin
embargo esta misma latencia si es menor en presencia de contexto social, lo que sugiere que ante la
presencia de potenciales competidores los machos reaccionan con mayor rapidez, anticipandose al
acercamiento de otros machos. En Capitulos siguientes exploraremos si existen variables que indiquen la
“calidad” de los machos, y si tanto hembras como machos son sensibles a ellas para utilizarlas a la hora

de la eleccién de pareja sexual.
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Capitulo 3.
Selectividad sexual en hembras en
funcion de la calidad absoluta

y relativa de los machos

"Life is a series of chotces between bad and worse."”

—Toshiro Umezawa
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Capitulo 3. Selectividad sexual en hembras en funcidn de la calidad absoluta y relativa de los machos

Introduccidn

Existe un amplio conocimiento sobre los atributos y claves utilizadas por las hembras para evaluar
la calidad de los machos. Sin embargo, poco se sabe sobre las reglas de decision utilizadas por ellas para
aceptar o rechazar una pareja sexual, en particular en escenarios donde existen otros potenciales
candidatos disponibles. Rechazar a un macho que la corteja puede ser beneficioso para la hembra si
existen otras oportunidades de apareamiento, y a su vez si estos varian en su calidad (Bleu et al., 2012).
De esta manera, el beneficio de encontrar una pareja sexual de mayor calidad puede superar el costo de
rechazar una oportunidad de cépula.

Resultados previos son consistentes con la idea de que las hembras se vuelven mas selectivas en
escenarios de alta densidad de machos, aumentando su esfuerzo en la buisqueda y evaluacion de la pareja.
Dicha alta densidad reduce los costos asociados al rechazo (ya que es sencillo para la hembra conseguir
otra pareja sexual), mientras que al incrementarse el nimero de candidatos aumenta también la
probabilidad de obtener un macho de mejor calidad. (Berglund, 1995; Shelly & Bailey, 1992).

En relacion a la especie elegida en estudio, es conocido que las hembras de R. prolixus sélo
rechazan a un macho que la corteja cuando estan expuestas a estimulos que sefialan la presencia de
conespecificos (Pompilio et al., 2016), sugiriendo que la disponibilidad de potenciales parejas es un factor
de importancia considerado por las hembras a la hora de tomar sus decisiones de apareamiento. Otro
factor crucial que puede incidir en la toma de decisiones es utilizar informaciéon actual para estimar la
probabilidad de encontrar un macho de mejor calidad. Para alcanzar ese objetivo, las hembras deben ser
capaces de evaluar la calidad de potenciales parejas y usarla como una referencia para aceptar o rechazar
un macho que la corteja. Aun se desconoce cémo las hembras evaluan diferencias de calidad entre
machos. Usualmente se asume que la eleccidn de la hembra estd basada en una preferencia absoluta,
dénde éstas evallan asignando un valor fijo independientemente a cada macho que encuentran (Real,
1990; Crowley et al., 1991; Jennions & Petrie, 1997). Sin embargo, algunos estudios sugieren que las
hembras pueden realizar una evaluacién comparativa de potenciales parejas (Reaney, 2009; Locatello et
al., 2015). Actualmente, la influencia de procesos perceptivos y cognitivos en la expresién de las
decisiones de apareamiento de la hembra ha sido poco estudiada, y atiin hay poco conocimiento sobre las
reglas de decisidn basicas que las mismas usan cuando seleccionan una pareja (Griggio et al., 2016).

Sobre esta base, se investigé si la decisidn de la hembra de aceptar o rechazar una oportunidad
de cépula depende exclusivamente de la calidad del macho que la corteja o si ésta es afectada por la
calidad de machos potencialmente disponibles. Con tal fin, hembras naive de R. prolixus fueron
simultdneamente expuestas a un macho focal (disponible) y a un macho background (potencialmente

disponible). La calidad de los machos fue manipulada a través de cambios en el régimen de alimentacion
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previamente al experimento. Dicha calidad podia ser baja (M-) o alta (M+), poniendo a prueba todas las
combinaciones posibles de macho focal y macho background (M- vs. M+, M+ vs. M-, M+ vs. M+, y M- vs.
M-). Sobre esta base, se analizé si el comportamiento de rechazo de la hembra depende de la calidad
absoluta y/o relativa del macho que la corteja. Una posibilidad (Evaluacién absoluta) es que la hembra
compare al macho que la corteja contra un modelo de referencia (“template”) innato y tome una decisidn
basada en el grado de similitud entre el macho que la corteja y el modelo de referencia. Si ello fuera asi,
la decisiéon de las hembras no deberia verse afectada por la calidad del macho background. Otra
posibilidad (Evaluacidn relativa) es que no exista ningin modelo de referencia innato con el que las
hembras comparan al macho. La decision de aceptar o rechazar a quien la corteja dependeria, en este
caso, de la comparacion entre la calidad del macho focal vs. la del macho background. La ausencia de un
modelo de referencia innato predice que las hembras reaccionarian similarmente frente a los machos
focales M+ y M- cuando estén en presencia de machos background M+ y M-, respectivamente.
Finalmente, se considera la posibilidad de que en las hembras exista un modelo de referencia innato, pero
qgue el mismo se ajuste en base a la propia experiencia (Evaluacion absoluta + relativa). De esta manera,
la decisién de las hembras de aceptar o rechazar a quien la corteja deberia estar afectada tanto por la
calidad del macho focal como por la calidad del macho background.

Como hipétesis se propone que el comportamiento de rechazo evolucioné como un rasgo flexible
maximizando en las hembras su fitness al considerar la relacién costo/oportunidad a la hora de decidir

aceptar o rechazar una oportunidad de apareamiento.

Materiales y Métodos

Insectos

Se utilizaron individuos de R. prolixus criados y mantenidos en condiciones de laboratorio
siguiendo el procedimiento descripto en el Capitulo 1 (pag. 15). Previo a su utilizacidon experimental, todos
los adultos fueron alimentados siguiendo un régimen determinado. La calidad del macho fue manipulada
mediante cambios en el estado nutricional. Los machos de alta calidad (M+) utilizados fueron machos de
35 dias de edad, alimentados semanalmente 4 veces postecdisis y que tuvieron un ayuno de 7 dias previo
a los experimentos. Los machos de baja calidad utilizados (M-) fueron machos de 35 dias de edad,
alimentados una Unica vez al 5to dia postecdisis y ayunados 28 dias previamente a los experimentos. Las
hembras utilizadas pertenecieron al grupo de bajo riesgo (BR) descripto en el Capitulo 2 (pag. 27),
caracterizadas por tener 12 dias de edad y un ayuno de 7 dias previo a los experimentos. Bajo todas estas

condiciones los insectos estuvieron aptos para la copula.
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Arena Dispositivo experimental

El comportamiento de los

o insectos fue puesto a prueba utilizando
Orificios

una arena experimental consistente en
un recipiente acrilico circular de 5.0 cm

alto y 15.0 cm diametro, que tenia a su

Contenedores vez dos frascos contenedores de

Barrera transparente
removible permeable
aolores

acrilico de 5.0 cm alto y 3.0 cm

diametro fijados en lados opuestos de

Entrada de la hembra

la caja por una de sus bases (Fig. 1). Asi,
Figura 1. Diagrama del set up experimental. Los insectos fueron
puestos a prueba en una arena circular con dos contenedores
adosados, separados por una barrera transparente y permeablea |3 base interna de cada frasco
olores. La arena experimental permitié medir las interacciones
comportamentales entre macho y hembra. contenedor tenia una particion

tres compartimientos fueron definidos.

removible transparente con orificios
gue permitian el paso de claves visuales y la difusién de olores. A su vez, el recipiente era cubierto por
una tapa removible luego de liberar a los insectos. Un papel de filtro sobre la base de la arena fue utilizado
como substrato para evitar la posible contaminacién quimica entre ensayos. El mismo era cambiado cada
vez que nuevos insectos eran liberados en la arena. La temperatura del cuarto experimental se establecid

previo a cada ensayo en 27 + 1°C, mientras que la humedad relativa varié entre 45-60%.

Grupos experimentales

El experimento consistié en tres fases: evaluacion, eleccién secuencial y eleccidon simultdnea.
Durante la fase de evaluacién, las hembras fueron simultdneamente expuestas a dos machos separados
de la hembra por la barrera transparente de cada frasco contenedor, con numerosos orificios que
permitian la observacién y percepcidn de olores de los machos. Durante la eleccién secuencial, uno de los
machos (de aqui en mas, macho focal) fue liberado, mientras que el otro macho (de aqui en mas, macho
background) permanecié en su frasco contenedor. Finalmente, en la fase de eleccion simultanea el macho
background también fue liberado.

De esta manera, dos tratamientos fueron definidos “macho focal” y “macho background”, en los
que dos posibles calidades (M-/M+) fueron asignadas a cada tratamiento. Asi, los grupos intersexuales
fueron definidos al azar siguiendo un disefio factorial - macho focal (M-/M+) y macho background (M-
/M+) -, poniendo a prueba todas las combinaciones posibles y determinando cuatro grupos

experimentales: M- vs. M-, M+ vs. M+, M- vs. M+ y M+ vs. M-.

40



De Simone, G. A.

Procedimiento

Previo a los experimentos los insectos fueron pesados para confirmar su estado nutricional
(Mettler AJ100, Mettler Instrument Corporation, Hightstown, New Jersey, USA). Al comienzo de cada
ensayo, los mismos fueron individualmente liberados en la arena, siendo los dos compartimientos
menores asignados al azar al macho focal o al macho background y el compartimiento mayor asignado a
la hembra. Esta ultima fue liberada en primer lugar, el macho focal en segundo y el macho background en
tercer lugar. Para evitar la perturbacién mecanica que pueda disparar la descarga de las glandulas de
Brindley y metasternales al liberar los insectos, a cada individuo se le permitid subir a un pequefio trozo
de papel de filtro que luego fue colocado en cada compartimiento, dejando que los mismos descendieran
libremente (Manrique et al., 2006).

Luego de su liberacion, la hembra podia explorar la arena libremente por 5 minutos, incluyendo
el area inmediatamente adyacente a la base interna de los compartimientos que contenia a cada macho.
Posteriormente, una de las barreras menores era removida permitiendo la interaccién entre la hembray
el macho focal. Una vez observado el primer intento de copula y el consecuente comportamiento de
aceptacion/rechazo por la hembra, el macho background fue liberado. El comportamiento de interaccién
de la hembra/macho fue monitoreado y registrado (ver Pompilio et al., 2016) desde el comienzo de la
fase de evaluacién hasta la ocurrencia de la primera copula en la fase de evaluacién simultanea.

A través de la observacién directa y de video-filmaciones se cuantificé el comportamiento de los
insectos, registrando intentos de monta del macho focal, ocurrencia de rechazos a la cépula por parte de
la hembra, latencia al primer intento de monta por parte del macho focal, latencia a la cdpula, y duracién
de la cépula. Todos los experimentos fueron grabados utilizando una cdmara web Genius FaceCam 1010
HD (KYE Systems Corp., Taipei, Taiwan), colocada a 35 cm sobre la arena, y bajo una intensidad de luz
homogénea de 15 lux, permitiendo al experimentador observar los insectos sin perturbarlos (Pompilio et
al., 2016). Luego de cada ensayo, los insectos fueron cuidadosamente removidos de la arena mediante un

trozo de papel de filtro para evitar su perturbacion.

Andlisis de datos

La preferencia de la hembra por un macho de cierto estado nutricional (macho focal) contrastado
con otro macho disponible que funciona como background fue analizado usando un modelo de regresién
logistica, en la que las variables explicativas fueron “macho focal (M-/M+)” y “macho background (M-
/M+)” y la variable dependiente fue “comportamiento de rechazo (Si/No)”. La eleccién de la hembra para
copular con un macho de acuerdo a los tratamientos (focal/background) fue analizada mediante una
prueba de Chi? aplicando la correccidén de Bonferroni. Se analiz6 también las latencias al primer intento
de monta y cépula entre tratamientos a través de un ANOVA de 2 factores. En los casos en que fue
requerido, se efectuaron contrastes a posteriori a través del test de Tukey. Las diferencias de pesos entre

machos de distinto estado nutricional (M+ y M-) fue confirmada (ANOVA: F = 5.25, p<0.0001, N=80;
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M+=0.088+0.001 g, M-=0.057+0.001 g, MediatEE), siendo el peso de M+ 35.06% mayor que el de M-.

Todos los resultados fueron analizados utilizando el paquete estadistico InfoStat® v2016p (Di Rienzo et

al., 2016).
Resultados
100% Al analizar los ensayos realizados, se
90.0%
90% encontraron diferencias significativas en la
g 80% frecuencia de los comportamientos de
8 70%
N rechazo de la hembra entre los tratamientos
S 60% .
e S0% 50.0% (macho focal y macho background) (Fig. 2).
s 27 . :
T 40% Dichos comportamientos alcanzaron un
8 4
c
g 30% maximo (90%) cuando el macho focal fue de
(%]
()
& 20% baja calidad y el macho background fue de
9 5.0% .
10% ° 0.0% alta calidad (M- vs. M+). Por otra parte, el 50%
0% . .7 .
M-vs M- M+vs M+ M-vs M+ M+ vs M- de las hembras exhibié comportamientos de

rechazo cuando ambos, tanto el macho focal
Figura 2. Porcentaje de rechazo por parte de la hembra de

acuerdo a la calidad (M-/M+) del macho focal (liberado en ~ como el background, fueron de baja calidad
primer lugar) vs. la calidad del macho background (liberado

en segundo lugar). (N=80). (M- vs. M-). Finalmente, en los casos en que el

macho focal fue de alta calidad el
comportamiento de rechazo de la hembra fue minimo o nulo (M+ vs. M+ y M+ vs. M) (Fig. 2).

Los resultados de la regresidn logistica, con tratamientos “macho focal” (M+/M-) y “macho
background” (M+/M-) como variable explicativa, y “comportamiento de rechazo” (Si/No) como variable
dependiente, mostraron que el comportamiento de rechazo exhibido por las hembras aumento
significativamente cuando la calidad del macho focal fue baja (M-) (p<0.0001), y cuando la calidad del
macho background fue alta (M+) (p<0.0022) (Tabla 1). Dado que la interaccidon entre los tratamientos fue
no significativa (p>0.6449), sélo los efectos principales fueron considerados para analizar el
comportamiento de rechazo de la hembra. Asi, la probabilidad de que la hembra exhiba rechazos se
incrementd a 75% cuando el macho focal fue de baja calidad (M-), resultado que disminuyd a 1% cuando
el macho focal fue de alta calidad (M+). Por otro lado, cuando el macho background es de alta calidad
(M+) la probabilidad de rechazar al macho focal se incrementé a 40%, mientras que la probabilidad de
rechazo disminuyd a 6% cuando el macho background fue de baja calidad (M-) (Tabla 2, Fig. 3).

Para analizar si la selectividad de la hembra fue afectada por el orden en que los machos fueron
presentados, se comparo el nimero de machos que copularon en escenarios donde ambos tuvieron la

misma calidad (M- vs. M-y M+ vs. M+). En ambas situaciones la hembra eligié aparearse con el primer
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macho (i.e, el macho focal) (Chi®: H=0.92, p=0.3363) (Fig. 4). Sin embargo, cuando se compararon
escenarios en los que la calidad del macho varid, dos situaciones ocurrieron. Las hembras siempre
eligieron copular con el de alta calidad cuando el segundo macho liberado tenia baja calidad (M+ vs. M-).
Sin embargo, la hembra rechazé significativamente en el 45% de los casos al macho presentado en primer
lugar (focal) cuando uno de alta calidad fue presentado en segundo lugar (background), copulando

finalmente con este ultimo (M- vs. M+) (Chi%: H=11.61, p=0.0007) (Fig. 4).

Estimador 4 p-valor Macho Focal
Macho Focal -19.59 -446  <0.0001* 0.9
Macho Background ~ 2.20 2.66 0.0022* 3 0.8
Focal*Background  14.42 0.01 0.6449 g 2;
o o
o
Tabla 1. Resultados de la regresion logistica para la g 05
frecuencia de rechazos por la hembra en funcién de la TS 04
calidad del macho focal y macho background. * indican 2 03
diferencias significativas (N=80). -§ 0.2
a 0.1
0
M- M+
Macho Focal Probabilidad E.E. Macho Background
M- 0.75 0.08 A 0.9
M+ 0.01 0.02 B 0.8
Macho Background Probabilidad E.E. é 0.6
M- 0.06 0.04 A < 05
M+ 0.40 016 B s 04
T 03
Tabla 2. Probabilidad de rechazo por la hembra de _‘g 0.2
acuerdo a la calidad del macho focal y del macho E 01
background (efectos principales). EE: Error Estandar. 0

Letras diferentes representan diferencias significativas M- M+
entre grupos (p<0.05) (N=80).

Figura 3. Probabilidad de rechazos a la cépula
(M+EE) de acuerdo al estado nutricional del
macho focal, y del macho background (N=80).

Adicionalmente, no se encontraron diferencias estadisticas entre los grupos experimentales para
la latencia a la primera monta (ANOVA: F=0.20, p=0.8933, N=80, M-/M- = 245.73 *+ 37.33 seg, M+/M+ =
207.08 + 35.73 seg., M-/M+=220.61 + 35.93 seg., M+/M- = 229.76 *+ 34.68 seg., Media + EE). Sin embargo,
la latencia a la cépula fue marginalmente mayor cuando el macho focal fue de baja calidad (M-) y el macho
background fue de alta calidad (M+) (ANOVA: F=2.60, p=0.0581, N=80; M-/M- = 359.83 + 39.97 seg.,
M+/M+ = 357.80 + 58.04 seg., M-/M+ = 512.01 + 65.74 seg., M+/M- = 312.36 * 39.61 seg., Media + EE)
(Tukey: p<0.05, N=80).
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H=0.92 H=1161 Discusién
p=0.3363 p = 0.0007
— —
20 - A A ° A Los resultados muestran que
las hembras de R. prolixus fueron
@ 15 sensibles a las diferencias en el estado
% nutricional de los machos, prefiriendo a
% 10 1 aquellos mejor alimentados. Dicha
E variable podria considerarse entonces
S i
z > como un estimador de calidad desde el
0 punto de vista de las hembras. El hecho
M- vs M- M+ vs M+ M- vs M+ M+ vs M- de que éstas sean capaces de
W Focal Background reconocer el estado nutricional de los

. . . machos (aun cuando algunos se
Figura 4. Numero de coépulas del macho focal y macho

background para todas las posibles combinaciones de calidad encontraron fisicamente inaccesibles
(M-vs. M-, M+ vs. M+, M-vs. M+y M+ vs. M-). Letras diferentes

representan diferencias significativas entre grupos (N = 80). durante la fase de evaluaciony eleccion

secuencial) es compatible con Ia
observacién de que durante la fase de evaluacién todas las hembras exploraron, acercandose vy
permaneciendo un tiempo junto a cada una de las barreras que contenian tanto al macho focal como al
macho background.

Durante la fase de eleccién secuencial, que consistié en la liberacion del macho focal, la
probabilidad de aceptarlo o rechazarlo dependié no sdélo de su calidad sino también de la calidad del
macho background. Los resultados de la fase de eleccién simultadnea mostraron que, en la mayoria de los
casos, las hembras copularon con el macho liberado en primer lugar (el macho focal) excepto en la
situacién en que el copular con el segundo macho fue mas ventajoso (i.e. cuando el macho background
tenia una mejor calidad que el macho focal).

La evidencia obtenida apoya la hipdtesis de que las hembras ajustan sus decisiones de
apareamiento en base a la calidad de la pareja que la corteja, teniendo también en cuenta la calidad de
las otras potenciales parejas. Este resultado es compatible con la idea que las hembras comparan a cada
macho que las corteja con un marco de referencia innato (“template”) y que el umbral de
aceptacidn/rechazo se ajusta en base a la calidad de los restantes machos potencialmente disponibles.
Las hembras utilizadas en el experimento eran naive, ya que fueron separadas en recipientes individuales
durante toda su vida adulta, con lo cual no poseian experiencia previa que les permitiera comparar entre
machos al momento del experimento. Aun asi, fueron capaces de diferenciar machos de alta y baja
calidad, dado que se comportaron diferencialmente cuando fueron expuestos a escenarios M- vs. M-y
M+ vs. M+, sugiriendo la existencia de un “template” innato. Dicho “template” permitiria a las hembras

reconocer la calidad del macho en forma absoluta. Sin embargo, el comportamiento de rechazo de la
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hembra se ajustd de acuerdo a la calidad de las parejas potenciales, ya que el umbral de
aceptacion/rechazo fue flexible. Esta flexibilidad en el grado de selectividad de la hembra le permite
optimizar sus decisiones de apareamiento y tiene implicancias directas en la evolucién dado que las
condiciones que causan que las hembras se apareen de forma menos o mads discriminativa puede afectar
la fuerza de la seleccion sexual y, como consecuencia, la tasa de dispersion de rasgos masculinos
preferidos (Poulin & Vickery, 1996; Kudo & Karino, 2012).

Resultados previos apoyan también, aunque de manera indirecta, la idea de que a mayor
disponibilidad de parejas las hembras se vuelven mas selectivas en sus decisiones de apareamiento
(Berglund et al., 2005; Willis et al., 2011; Atwell & Wagner, 2014). Hembras jévenes de grillos (Gryllus
lineaticeps), por ejemplo, permanecen mas tiempo cerca de ambientes con mayor densidad de machos
emitiendo sonidos (canto de apareamiento) (Atwell & Wagner, 2014). En la misma linea, hembras de
ranas (Hyla cinerea) aumentan sus comportamientos de evaluacién y seleccién cuando estan expuestos a
playbacks que sefialan la presencia de machos atractivos (Neelon & Hobel, 2017). Estos resultados
muestran que las hembras reaccionan positivamente tanto a los escenarios con altas densidades de
machos como a la presencia de machos de mayor calidad, incrementando sus esfuerzos de apareamiento.

Las hembras pueden usar un niumero de sefales fidedignas con el fin de seleccionar la mejor
pareja disponible. Los machos candidatos despliegan sus atributos mediante la exhibicién de claves
honestas como ser tamafio corporal, cantos o coloracion (Zahavi, 1975; Andersson, 1994). Aunque
trabajos previos han provisto ideas sobre los factores que afectan las preferencias de apareamiento de la
hembra, es menos conocido cdmo los fenotipos dependientes de la nutricidn influencian su eleccion de
pareja en insectos (Xie et al., 2015). Hasta donde sabemos, esta es la primera evidencia en triatominos
gue muestra una preferencia de la hembra por un macho de mejor condicién nutricional. Dicho estado
del macho podria ser tanto un indicador honesto de su calidad - alcanzar una buena condicién nutricional
en la naturaleza no es sencillo dada la escasez de recursos y que los individuos compiten por ellos -, como
un predictor significativo de su calidad - un estado nutricional pobre puede estar relacionado con una baja
calidad y/o cantidad de esperma (Aluja et al., 2009; Fricke et al., 2008; Kahrl & Cox, 2015) -.

Cabe destacar que tanto los machos de baja como de alta calidad utilizados en nuestro
experimento fueron capaces de copular y producir un espermatéforo viable (Khalifa, 1950). Evidencias
previas en R. prolixus mostraron que son capaces de copular luego de aproximadamente 60 dias de
privacion de alimento (Khalifa, 1950), mientras que nuestros sujetos experimentales fueron privados por
solo 28 dias previos al inicio de los ensayos. De esta manera, el rechazo de la hembra a machos de baja
calidad no puede ser explicado por suimposibilidad de aparearse. En el Capitulo 4 se evaluardn los efectos
de la privacion de alimento, como la aqui utilizada, sobre la cantidad de esperma producido y transferido
a la hembra.

Aunque la condicién nutricional como indicador de la calidad del macho no ha sido

frecuentemente explorada, algunos pocos estudios obtuvieron resultados similares. Hembras de tilapia
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del Nilo (Oreochromis niloticus), por ejemplo, prefieren claves quimicas de machos que estuvieron bien
alimentados con una dieta rica en proteinas sobre aquellos que fueron alimentados con una dieta baja en
proteinas. Estas hembras no sélo discriminaron entre machos sino que también mostraron una
preferencia por aquellos bien alimentados, discriminando entre olores relacionados con el estado
nutricional, sugiriendo que respondian a una clave quimica especifica de alimento (Cardoso Giaquinto et
al., 2010). Es por lo tanto probable que la condicién nutricional esté relacionada con la produccion de
feromonas en machos. En insectos, Xie et al. (2015) encontraron que hembras del coccinélido
Cryptolaemus montrouzieri prefirieron aparearse con machos criados con dietas altamente nutritivas,
independientemente de las condiciones alimenticias a las que fueron sometidos durante sus propias
etapas larvales, indicando que la eleccidn de pareja de estas hembras es no azarosa y dependiente del
fenotipo.

La seleccidn favorece a aquellas hembras sensibles a sefales honestas relacionadas con la calidad
genética del macho. Bajo esta fuerte presidn selectiva, las hembras han desarrollado un amplio rango de
claves de distinta modalidad sensorial, incluyendo visuales, olfativas, auditivas y tactiles, entre otras
(Mérot et al., 2015). Por esta razdn, gran parte de las sefales de apareamiento que emiten los machos
son de tipo multimodal, pudiendo ser dificultosa la separacidon de la contribucidn relativa de cada
componente (visual, quimico y/o auditivo) relacionado en el reconocimiento sexual. La eleccién de pareja
basada en la condicion nutricional del macho depende generalmente de claves visuales (tamafio del
cuerpo o de la genitalia) y/o claves quimicas (feromonas). En el apareamiento de triatominos son las
claves quimicas las que se encuentran fuertemente involucradas. En Triatoma infestans y R. prolixus, por
ejemplo, han sido descriptas feromonas asociadas con la agregacién de machos en el contexto sexual. Sin
embargo, las hembras han mostrado ser indiferentes a los volatiles liberados (Lazzari & Manrique, 1995;
Crespo & Manrique, 2007; Pontes & Lorenzo, 2012). La razén puede deberse al hecho de que las hembras
simplemente no se agregan, pero podrian ser capaces de detectary considerar claves olfativas y/o visuales

a fin de tomar una decisiéon en la eleccién de pareja.
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Capitulo 4.
Inversion espermatica y éxito
reproductivo en funcion de la calidad de

los individuos y del contexto social

"I do as I choose with what is mine. And it is all mine."

—Nicol Bolas
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Capitulo 4. Inversidn espermatica y éxito reproductivo en funcion de la calidad

de los individuos y del contexto social

Introduccidn

En los Capitulos previos exploramos algunos de los factores considerados por las hembras de R.
prolixus en su eleccidn de pareja sexual. Sobre estos, podemos destacar que al momento de evaluar a los
machos disponibles, se encontrd que el estado nutricional de los mismos resulta una variable clave para
la hembra, dado que la utiliza como un indicador de calidad seleccionando a los machos en mejores
condiciones nutricionales. Dado que el alimento es un componente esencial para la supervivencia,
crecimiento y reproduccién de los organismos (Boggs, 2009), una posible explicacidn de esta preferencia,
podria estar asociada a una mayor capacidad para competir por recursos escasos en machos mejor
alimentados. Dicha capacidad podria traer beneficios inmediatos para el caso de especies que realizan
inversidn parental, o beneficios posteriores a través de rasgos heredados a la descendencia (Andersson,
1994). Asi, la reproduccion seria una variable fuertemente condicionada por la disponibilidad y calidad del
alimento. Aunque usualmente machos y hembras difieren en su interés reproductivo (Andersson, 1994),
ambos sexos dependen de la disponibilidad de este recurso para poder reproducirse (Boggs, 1992; Hodin,
2009).

Desde el punto de vista del macho, se sabe que su calidad genética es una variable considerada
por las hembras a la hora de seleccionarlo como pareja sexual. Dicha variable se traduce generalmente
en la expresién de caracteres sexuales secundarios en los machos, que dependen a su vez de la condicidn
en la que se encuentren (Kaldun & Otti, 2016). En este sentido, se asume que los machos en buena
condicidn expresan su calidad a través de caracteres sexuales mas marcados y/o a través de
comportamientos de cortejo mas enérgicos. En cambio, los machos de baja condicidn no serian capaces
de afrontar los costos asociados a la amplificacién de estos caracteres y/o comportamientos (Cotton et
al. 2004). Al considerar caracteres sexuales primarios como la produccion de espermatozoides, es menos
conocido si éstos dependen también de la condicidn de los machos. Relacionado a esto, se demostré en
el coccinélido Adalia bipunctata que el tamafio y la composicidén del eyaculado depende del estado de los
machos (Perry & Rowe, 2010).

Considerando la produccién de gametas, la anisogamia plantea una disparidad de costos entre la
produccién de évulos y espermatozoides (Parker et al., 1972). Si consideramos el costo gameta a gameta,
los espermatozoides son mucho mds pequefios y econdmicos de producir que los évulos. Este hecho ha
llevado a la generalizacidn de que la produccién de esperma es ilimitada. Sin embargo, el espermatozoide
individual no es la unidad funcional al momento de considerar la evolucién del comportamiento de
apareamiento de una especie. Los espermatozoides se transfieren de a millones empaquetados en

eyaculados y/o en espermatdéforos al momento de la cépula (Cohen, 1975; Trimberger, 1962). De esta
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forma, los eyaculados son la unidad funcional apropiada, resultando energéticamente costosos
(Dewsbury, 1982; Reznick, 1985; Simmons, 2001; Parker & Pizzarri, 2010).

En este sentido, los machos poseen una cantidad de energia y nutrientes limitada que pueden
dedicar a la produccién de espermatozoides, por lo que su estado nutricional determinaria tanto el
numero como la viabilidad de los mismos. Esto se hace evidente en machos que experimentan
restricciones en su dieta, observandose una reduccién en el nimero de espermatozoides producidos
(Gage & Cook, 1994; Fedina & Lewis, 2006; McGraw et al., 2007; Bunning et al., 2015). Sin embargo, aldn
se desconocen las consecuencias de tal reducciéon sobre el fitness del macho (Morehouse et al., 2010). Si
existen evidencias que muestran que en varias especies los machos ajustan su gasto en el eyaculado de
acuerdo a la condicién de las hembras con las que se aparean (Simmons, 2001; Sirot et al. 2011). Si la
restriccion de alimento influencia la cantidad de esperma y fluido seminal producido, la condicidn
alimenticia del macho podria también afectar el comportamiento reproductivo, la tasa de apareamiento
o hasta la duracién de la cépula. De acuerdo a su estado nutricional, los machos podrian ajustar su gasto
en el eyaculado, es decir, la cantidad de espermatozoides disponibles, para optimizar su estrategia de
apareamiento. Una posibilidad seria utilizar la totalidad de espermatozoides lo mas rdpido posible
reduciendo el nimero de apareamientos, volviendo mdaximo su éxito con pocas parejas sexuales. Otra
seria reducir su inversién de espermatozoides en cada encuentro reproductivo, ahorrando gametas para
aparearse todas las veces que sea posible (Wedell et al., 2002; Hodgson & Hosken, 2006). La estrategia
reproductiva dptima dependeria, por lo tanto, de la presencia de potenciales parejas y/o competidores.
Resultados anteriores presentados en Capitulos previos muestran laimportancia del contexto social sobre
el comportamiento reproductivo de R. prolixus. En sistemas polidndricos, donde mas de un macho copula
con la misma hembra existen dos posibilidades: de haber muchas hembras, seria mas ventajoso para el
macho destinar un nimero minimo de espermatozoides que aseguren su paternidad en tantas hembras
como sea posible; mientras que si existen otros machos, la estrategia mas ventajosa seria monopolizar a
la hembra por un mayor tiempo e invertir un mayor nimero de espermatozoides en ella aumentando su
probabilidad de éxito reproductivo (Dewsbury, 1982).

En este marco, R. prolixus resulta un interesante modelo para estudiar la influencia del estado
nutricional de los machos, como estimador de calidad, y de la presencia de un contexto social, sobre el
comportamiento de apareamiento relacionado con la inversiéon espermatica. Dicho modelo se presume
que sigue un sistema reproductivo poliandrico (Manrique & Lorenzo, 2012), donde las hembras pueden
aceptar cépulas de varios machos previo a la fecundacidon de sus huevos. Tipicamente, el aparato
reproductor de los machos comprende un par de testiculos, dos canales deferentes, un par de vesiculas
seminales, dos glandulas accesorias (cada una formada por cuatro estructuras tubulares), y un canal
eyaculador que desemboca en el aedeago u d6rgano copulador (Fig. 1). Por su parte, el aparato
reproductor de la hembra comprende un par de ovarios situados uno a cada lado del tubo digestivo, un

oviducto comun que se bifurca anteriormente formando los oviductos laterales, comunicados con la
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vagina, que origina en su extremo anterior las dos espermatecas y en el extremo posterior una glandula
accesoria impar (Ramirez Pérez, 1969) (Fig. 2). Si bien el comportamiento de apareamiento ya fue
descripto en el Capitulo 1, cabe destacar que durante la cépula, el macho forma el espermatdéforo dentro
del atrio genital femenino por medio de secreciones de sus glandulas accesorias, transfiriendo asi el
esperma (Khalifa, 1950; Pereira, 2013). Una vez finalizada la cdpula, la hembra abre el espermatdforo a
través de contracciones musculares de las paredes de su abdomen, y almacena parte del esperma
transferido por el macho en sus espermatecas, descartando posteriormente el espermatéforo con parte

del material genético (Davey, 1958; Davey, 1959).
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Figura 1. Esquema del aparato reproductivo de machos  Figura 2. Esquema del aparato reproductivo de
de R. prolixus. Referencias: 1. Testiculos, 2. Canal hembras de R. prolixus. Referencias: 1. Filamento
deferente anterior, 3. Vesiculas seminales, 4 al 7. terminal, 2. Ovariolas, 3. Oviductos laterales, 4.
Glandulas accesorias, 8. Conducto glandular, 9. Canal  Oviducto comun, 5. Espermatecas, 6. Glandula
deferente anterior, 10. Conducto eyaculador. Tomado  accesoria, 7. Vagina. Tomado de Sedra & Lange
de Ramirez Pérez (1969). (2014).

Sobre esta base, el presente Capitulo estudia si la inversion del macho y su éxito reproductivo son
condicidn-dependiente. Cabe destacar que, si bien el foco se centré en la evaluacidn e inversién que
realiza el macho, se consideré también la eleccién de la hembra por una determinada pareja sexual, dado
qgue la expresidon de su seleccion a través de comportamientos de discriminacién activa, genera una
presion sobre los machos que podrian responder modificando su comportamiento de apareamiento y

quizas también su inversion espermatica.
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En primer lugar, se realizaron estudios a nivel comportamental en los que un macho focal (de baja
o alta calidad), en presencia de una hembra focal accesible para la cdpula, fue expuesto a distintos
contextos sociales (individuos no accesibles pero potencialmente disponibles): una hembra extra,
representando otra potencial pareja para el macho focal; un macho extra, representando un potencial
competidor para el macho focal; o ausencia de contexto. Se cuantificaron distintas variables
comportamentales (i.e. intentos de monta del macho focal, latencia a la monta y a la cépula, duracién de
la cépula y postcdpula, ocurrencia de rechazos por parte de la hembra). Posteriormente, a través de una
muestra de machos y hembras focales utilizados en los estudios comportamentales, se investigo si el
estado nutricional de los machos - definido previamente como alta y baja calidad (M+ y M-,
respectivamente) - influyd en la cantidad de espermatozoides producidos y disponibles al momento de la
copula.

A su vez, se evalud si la presencia de un determinado contexto social afecta cuantos de estos
espermatozoides son transferidos en el apareamiento con una hembra focal de acuerdo a la presencia o
ausencia de otros individuos potencialmente disponibles. También investigamos la existencia de efectos
de la restriccion de alimento sobre el éxito reproductivo del macho, comparando la fecundidad de
hembras apareadas con machos de alta o baja calidad. Finalmente, se evalué en la hembra cudnto de los
espermatozoides transferidos por los machos focales fueron almacenados en sus espermatecas y cuantos
se encontraban en los espermatéforos descartados, con el fin de analizar si existe un almacenamiento
diferencial de acuerdo a la calidad del macho y al contexto social.

En base a informacién previa (Birkhead, 2007), planteamos la hipdtesis de que los machos de baja
calidad (M-) son menos competitivos al momento de la reproduccién que los de alta calidad (M+) (i.e.
menor produccién de espermatozoides y menor éxito reproductivo). La prediccidon es que un macho de
baja calidad invertira el total de espermatozoides que posea en la hembra presente al tener menor
probabilidad de recopular nuevamente. Respecto al contexto social, existiran tres escenarios posibles
para un macho: en ausencia de otros individuos transferirda un nimero basal de espermatozoides; en
presencia de otra hembra distribuira el total entre ambas potenciales parejas; y en presencia de otro
macho invertird un mayor nimero para evitar el ingreso potencial de esperma del otro macho, o

transferird ain menos que el basal, reservando material genético para una futura cépula.

Materiales y Métodos

Insectos
Se utilizaron individuos de R. prolixus criados y mantenidos en condiciones de laboratorio
siguiendo el procedimiento descripto en el Capitulo 1 (pag. 15). Las hembras utilizadas tuvieron las

condiciones establecidas para el grupo de bajo riesgo (BR) descripto en el Capitulo 2 (pag. 27),
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caracterizadas por tener 12 dias de edad y un ayuno de 7 dias previo a los experimentos. A su vez, los
machos focales utilizados tuvieron las condiciones establecidas para a los grupos de alta calidad (M+) y
baja calidad (M-) descriptos en el Capitulo 3 (pag. 39). Los machos extra tuvieron las condiciones
establecidas para el grupo de alta calidad (M+). Bajo todas estas condiciones los insectos son aptos para

la copula.

Dispositivo experimental

Para estudiar el comportamiento de los insectos se utilizé la misma arena experimental descripta
en el Capitulo 3 (pag. 40). Brevemente, la misma consistié en un recipiente acrilico circular con dos frascos
contenedores de acrilico fijados en lados opuestos del set por una de sus bases, separados por una barrera
removible transparente perforada que permitia el paso de claves visuales y olfativas. En la base de dicho
dispositivo se colocé un papel de filtro como substrato, el cual fue reemplazado por uno nuevo al finalizar
cada experimento. La temperatura del cuarto experimental se establecié en 27 + 1°C, y la humedad

relativa vario entre 45-60%.

Grupos experimentales

Cada experimento consistio de dos fases: evaluacion previa y test. Durante la fase de evaluacion,
un macho focal fue liberado en la arena experimental y expuesto simultdneamente a la presencia de una
hembra focal y a la presencia/ausencia de otro individuo background: un macho de alta calidad extra,
para generar un contexto social competitivo al macho focal; una hembra de bajo riesgo extra, que poseia
un alto grado de selectividad y estaba en la misma condicién que la hembra focal, para generar un
contexto con otra potencial oportunidad de cépula para el macho focal; o ausencia de contexto. A
excepcion del macho focal, el resto de los individuos permanecié durante esta fase dentro de su
respectivo compartimiento, separados por las barreras transparentes perforadas removibles. Durante la
fase de test, la hembra focal fue liberada.

De esta forma, dos factores fueron definidos: “calidad del macho focal”, con niveles consistentes
en macho de baja calidad (M-) y de alta calidad (M+); y “background”, con niveles consistentes en una
hembra extra (H), un macho extra (M) y ausencia de contexto (A). Los grupos intersexuales se
establecieron al azar siguiendo un disefio factorial entre ambos factores, probandose todas las
combinaciones posibles y determinando seis grupos experimentales: machos de baja calidad en presencia
de otro macho (M- M), machos de baja calidad en presencia de otra hembra (M- H), machos de baja
calidad en ausencia de contexto (M- A), machos de alta calidad en presencia de otro macho (M+ M),
machos de alta calidad en presencia de otra hembra (M+ H), y machos de alta calidad en ausencia de

contexto (M+ A).
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Procedimiento

Estudio comportamental

Se realizaron 180 ensayos comportamentales (30 para cada grupo experimental). Previo a su
utilizacidn, los insectos fueron pesados para confirmar su estado nutricional (Mettler AJ100, Mettler
Instrument Corporation, Hightstown, New Jersey, USA). De forma tal de evitar la perturbacion mecénica
de los insectos, se transportd a los mismos desde sus recipientes de contencion hasta el set experimental
utilizando un trozo de papel de filtro (Manrique et al., 2006). Al comienzo de cada ensayo se introdujo
individualmente a cada insecto en su compartimiento correspondiente: una hembra focal en uno de los
frascos contenedores laterales, un individuo background en el otro frasco contenedor y el macho focal
fue liberado en el compartimiento mayor. Luego de su liberacién, el macho podia explorar la arena
libremente por 5 minutos, incluyendo el area inmediatamente adyacente a la base interna de los
compartimientos que contenia a la hembra focal y al individuo background. Transcurrido ese tiempo, se
removid la barrera que separaba a la hembra focal permitiendo la interaccién con el macho focal. El
comportamiento de interaccion macho/hembra fue monitoreado y registrado desde el comienzo de la
fase de evaluacion hasta la finalizacion de la cépula y postcopula (Pompilio et al., 2016).

A través de la observacién directa y de video-filmaciones se cuantificd el comportamiento de los
insectos, registrando intentos de monta del macho focal, ocurrencia de rechazos a la cépula por parte de
la hembra, latencia a la monta y a la cépula, y duracién de la cépula y postcdpula. Todos los experimentos
fueron grabados utilizando una camara web Genius FaceCam 1010 HD (KYE Systems Corp., Taipei,
Taiwan), colocada a 35 cm sobre la arena, y bajo una intensidad de luz homogénea de 15 lux, permitiendo
al experimentador observar los insectos sin perturbarlos (Pompilio et al., 2016). Luego de cada ensayo,

los insectos fueron cuidadosamente removidos de la arena mediante un trozo de papel de filtro.

Inversidon espermatica y éxito reproductivo

El objetivo principal fue determinar si existen diferencias en el nimero de espermatozoides
producidos, transferidos, y luego almacenados por la hembra, entre machos de distinta calidad (M+/M-)
y ante diversos contextos sociales, i.e. backgrounds (M/H/A). Para ello, se contabilizé y comparé entre los
grupos experimentales: el total de espermatozoides almacenados en las vesiculas seminales del macho,
los transferidos dentro del espermatéforo a la hembra, los almacenados por ésta al finalizar la cépula, y
por ultimo los descartados junto con los restos del espermatéforo, alrededor de 6hs de finalizada la
copula.

Posteriormente al ensayo comportamental, sobre una muestra de 10 machos y hembras focales
por cada grupo experimental, se realizo la diseccién abdominal y la extraccidén de las vesiculas seminales
de machos, las espermatecas de hembras y los restos del espermatéforo descartado. Cada una de estas
muestras fue depositada en viales de acrilico de 3 ml, con 1 ml de solucidn Ringer. En dichos viales se

desmenuzd cuidadosamente el material y luego se realizé una homogeneizacién de la solucién por 5
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minutos. A continuacion, se le adicioné 1 ml de agua destilada

para inmovilizar a los espermatozoides y se procedié con una

nueva homogeneizacién durante 5 minutos. Finalmente, se

tomé una alicuota de 0.01 ml de la solucién del centro, y una

segunda del fondo del vial, y se depositaron en una Cdmara

de Neubauer de doble camara para su posterior conteo bajo

microscopio éptico a 400X.

Para el conteo de espermatozoides se consideraron

solo aquellos que presentaban su cabeza visible, registrando

del cuadrante central de la cdmara el total de 5 cuadrados

Figura 3. Representacién esquematica de  pequefios (cuadrados 1 a 5 en Fig. 3). Si se observaban
una Cdmara de Neubauer. Se destaca en

. espermatozoides sobre la linea que divide dos cuadrados
su cuadrante central con nimeros del 1 al

5 los cuadrados utilizados en el conteo de  zdyacentes, como criterio sélo se consideraron aquellos que
espermatozoides.

se encontraban sobre el lado inferior y derecho de dicho

cuadrado. Los resultados de ambos lados de la cdmara se promediaron, estimando la cantidad de

espermatozoides contenidos en cada muestra utilizando la siguiente férmula:
((# espermatozoides X 5 cuadrados) X 2ml de solucién) X 0.01 ml alicuota

Finalmente, integrando todos los conteos se reconstruyé el nimero de espermatozoides

producidos y transferidos por machos y almacenados por hembras, de acuerdo a las siguientes formulas:

Espermatéforo del macho = Espermatecas de la hembra + Espermat6foro descartado

Total del macho = Espermatd6foro del macho + Vesiculas seminales

Por otro lado, para estimar el éxito reproductivo de los insectos, a una muestra de 20 hembras
focales de cada grupo experimental se las dejé individualmente en sus frascos de cria sin ser
diseccionadas, contabilizando diariamente el numero de huevos ovipuestos y la eclosién de los mismos,

durante 7 dias consecutivos.

Andlisis de datos

La existencia de diferencias en la frecuencia de rechazos a la cépula por parte de la hembra entre
los grupos experimentales se evalué utilizando un modelo de regresién logistica, en el que las variables
explicativas fueron “macho focal (M-/M+)” y “background (M/H/A)”, y la variable dependiente fue
“comportamiento de rechazo (Si/No)”. Para el analisis de la latencia del macho al primer intento de monta
y ala copula, y la duracién de la cépula y de la postcdpula, se compararon las mediciones entre los grupos
experimentales mediante ANOVAs de dos factores. Similarmente, para contrastar entre los diferentes
tratamientos, la produccidn, transferencia y almacenamiento de espermatozoides por machos y hembras

focales, y su éxito reproductivo final (n°® de huevos ovipuestos y eclosionados), se realizaron también

57



De Simone, G. A.

ANOVAs de dos factores. En los casos en que fue requerido, se efectuaron contrastes a posteriori a través
del test de Tukey. Todos los resultados fueron analizados utilizando el paquete estadistico InfoStat®

v2016p (Di Rienzo et al., 2016).

Resultados
60% 156.67% Estudio comportamental
Considerando a la hembra focal, los
50%
X experimentos realizados mostraron
(%)
N 40% diferencias significativas en la frecuencia de
<
[J]
bes 30.00% H
o 30% 6.67% los comportamientos de rechazo entre los
= distintos tratamientos (calidad del macho
c
(] 0,
g 20% focal e individuo background) (Fig. 4). Como
(O]
pud 0, .
- 10% 10.00% se esperaba estos comportamientos fueron
2 (o)
I 0.00% 0.00% mucho mas frecuentes (56.67%) cuando el
0%

MeM MeH MoA MeM MsH  MeA macho focal fue de baja calidad, en presencia

de otro macho background (M- M). A su vez,
Figura 4. Frecuencia de rechazo por parte de la hembra de
acuerdo a la calidad del macho focal vs. el background.  cerca del 30% de los machos de baja calidad
Leyendas: M- macho de baja calidad, M+ macho de alta
calidad, M macho background extra, H hembra background

extra, A background ausente (N=180). presencia de otras como background (M- H),

fueron rechazados por las hembras en

asi como en ausencia de contexto social (M- A). Finalmente, en los casos en que el macho focal fue de alta
calidad el comportamiento de rechazo de la hembra fue minimo o nulo (M+ M, M+ Hy M+ A) (Fig. 4).

Los resultados de la regresion logistica, con tratamientos “macho focal” (M+/M-) y “background”
(M/H/A) como variables explicativas, y “comportamiento de rechazo” (Si/No) como variable dependiente,
mostraron que el rechazo exhibido por las hembras aumentd significativamente cuando la calidad del
macho focal fue baja (M-) (p<0.0001), y cuando el background consistia en otro macho (M) (p<0.0047)
(Tabla 1). Dado que la interaccion entre los tratamientos fue no significativa (p>0.7793), sélo los efectos
principales fueron considerados para analizar el comportamiento de rechazo de la hembra. Asi, la
probabilidad de que el macho focal sea rechazado por la hembra se incrementd a 37% cuando dicho
macho fue de baja calidad (M-), resultado que se redujo a 3% cuando fue de alta calidad (M+). Por otro
lado, cuando existia un macho extra como background (M) la probabilidad de que el macho focal fuese
rechazado fue del 25%, mientras que ésta probabilidad disminuyé a 8% cuando fue otra hembra la
utilizada de background (H), o hubo ausencia del mismo (A) (Tabla 2, Fig. 5).

Al evaluar la latencia del macho focal a la primera monta y a la cépula, se encontraron diferencias

significativas entre los grupos experimentales (ANOVA Lat. 1° monta: F=485.77, p<0.0001, N=180; ANOVA
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Lat. Cépula: F=405.08, p<0.0001, N=180), resaltando que siempre fueron mas cortas cuando el macho era
de alta calidad (M+), y ain mas en presencia de otra hembra como background (H) (Tukey: p<0.05,
N=180). Los machos de baja calidad (M-), por su parte, mantuvieron latencias mayores tanto a la monta
como a la cépula ante todos los contextos sociales (Fig. 6 y 7). Cabe destacar que en machos de baja
calidad en presencia de otra hembra como background (M- H), la latencia a la monta y a la cépula fue

aproximadamente 2.5 veces mas larga que en machos focales de alta calidad bajo el mismo contexto (M+

H) (Fig. 7).
Estimador Z p-valor Calidad del Macho Focal
Macho Focal -3.05 -4.72 <0.0001* 0.50
Background 1.50 2.83 0.0047* 0.45
Focal*Background  0.16 0.28 0.7793 g 0.40
5 035
Tabla 1. Resultados de la regresion logistica para la & 0.30
frecuencia de rechazos de la hembra en funcién de la S 0.25
calidad del macho focal y el background. * indican E 0.20
diferencias significativas (N=180). =
8 015
o
& 0.10
0.05
Macho Focal Probabilidad E.E. 0.00
M- 0.37 0.05 A M- M+
M+ 0.03 0.02 B
Background
Background Probabilidad E.E. 0.50
M 0.25 0.07 A 0.45
H 0.07 0.03 B § 0.40
A 0.08 0.03 B £ 035
& 030
Tabla 2. Probabilidad de rechazo por la hembra de 3 o025
acuerdo a la calidad del macho focal y al background ] 0.20
(efectos principales). EE: Error Estandar. Letras diferentes % 0.15
representan diferencias significativas entre grupos 2 '
(p<0.05) (N=180). £ 010
0.05
0.00
M H A

Al analizar la duracién de la cdpula entre los distintos . . .
Figura 5. Probabilidad de rechazos a la cépula

grupos experimentales se observd que la misma siempre fue (MediazEE) de acuerdo a la calidad del macho
. ) focal y al background. (N=180).

mas corta en presencia de otras hembras, tanto para machos

de alta como de baja calidad (M+ H, M- H, respectivamente) (ANOVA: F=5.63, p=0.0043, N=180) (Tukey:

p<0.05, N=180) (Fig. 8). Sin embargo, al considerar la duracién de la postcépula se observd que la

presencia de otro macho como background produjo un aumento significativo en la permanencia del

macho focal sobre el dorso de la hembra, una vez finalizada la cépula (ANOVA: F=377.84, p<0.0001,

N=180) (Tukey: p<0.05, N=180). Dichos valores, a su vez, fueron aproximadamente 2 veces mas largos
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cuando el macho focal fue de baja calidad (M-), respecto a lo observado para machos de alta calidad (M+)

(Fig. 9).
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Figura 6. Latencia a la primera monta del macho de
acuerdo a su calidad y al background. Leyendas: M-
macho de baja calidad, M+ macho de alta calidad, M
macho background extra, H hembra background
extra, A background ausente Letras diferentes
representan diferencias significativas entre grupos
(p<0.05) (N=180).
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Figura 8. Duracion de la cépula en machos focales de
acuerdo a su calidad y al background. Leyendas: M-
macho de baja calidad, M+ macho de alta calidad, M
macho background extra, H hembra background extra,
A background ausente. Letras diferentes representan
diferencias significativas entre grupos (p<0.05) (N=180).

Inversion espermdtica y éxito reproductivo
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Figura 7. Latencia a la copula del macho focal de
acuerdo a su calidad y al background. Leyendas: M-
macho de baja calidad, M+ macho de alta calidad, M
macho background extra, H hembra background
extra, A background ausente. Letras diferentes
representan diferencias significativas entre grupos
(p<0.05) (N=180).
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Figura 9. Duracion de la postcopula en machos
focales de acuerdo a su calidad y al background.
Leyendas: M- macho de baja calidad, M+ macho de
alta calidad, M macho background extra, H hembra
background extra, A background ausente. Letras
diferentes representan diferencias significativas
entre grupos (p<0.05) (N=180).

Al comparar la produccidon y transferencia de espermatozoides en los machos, y el

almacenamiento en las hembras, no se encontraron diferencias significativas entre los grupos

experimentales (ANOVA: F=0.47, p=0.8005, N=60) (Fig. 10). Se destaca que del total de espermatozoides

producidos por los machos, éstos transfirieron el 56.49% al momento de la cépula, mientras que la
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hembra almacené el 75.99% de dicha cantidad descartando el resto junto con el espermatéforo,
independientemente de la calidad de la pareja y del contexto social, i.e. del background (Tabla 3). Sin
embargo, cuando evaluamos el éxito reproductivo, se encontré que se reduce significativamente un
27.22% cuando el macho focal es de baja calidad (M-), independientemente del contexto social (ANOVA:
F=77.92, p<0.0001, N=120) (Tukey: p<0.05, N=180) (Fig. 11). Esta diferencia se debid al porcentaje de

huevos fecundados y no al porcentaje de huevos eclosionados.
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Figura 10. Niumero de espermatozoides producidos y transferidos por los machos, almacenados por las hembras y
descartados dentro del espermatoforo posteriormente al apareamiento, de acuerdo a la calidad del macho focal y
al background. Leyendas: M- macho de baja calidad, M+ macho de alta calidad, M macho background extra, H
hembra background extra, A background ausente. Letras diferentes representan diferencias significativas dentro de
cada grupo (p<0.05) (N=60).

25
Macho Focal # espermatozoides % 20A50
Producido previamente 1283416.67 100.00% 2 90 '
Transferido (espermatoforo) 725000.00 56.49% § B
Restante en vesiculas 558416.67 43.51% g 5 122
o
§
Hembra Focal # espermatozoides % 2 10
Retiene en espermatecas 550916.67 75.99% -qc_)
©
Descarta en espermatéforo 174083.33 24.01% s 5
o
Tabla 3. Nimero de espermatozoides producidos y transferidos 0
por machos, y almacenados por hembras, independientemente de M+ M-
la calidad del macho focal y del contexto social, i.e. del background
(N=60). Figura 11. NUmero total de huevos

ovipuestos de acuerdo a la calidad del
macho focal. Leyendas: M- macho de
baja calidad, M+ macho de alta
calidad. Letras diferentes representan
diferencias significativas entre grupos
(p<0.05) (N=120).
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Discusion

En el presente Capitulo se estudid si la inversidn espermatica de machos de R. prolixus es
condicidon-dependiente, considerando como variables el estado nutricional de los mismos y la presencia
de un contexto social. Tal inversién puede descomponerse en cuantos espermatozoides tienen los machos
previo al momento de la cépula (i.e. produccion espermatica), cuantos de éstos son depositados en el
espermatdforo al momento del apareamiento (i.e. transferencia), y en cuantos retiene la hembra para la
futura fecundacién de los oocitos (i.e. almacenamiento). En este sentido, cuando analizamos cada
componente de la inversidn espermatica entre los distintos grupos experimentales, no encontramos
diferencias significativas respecto al estado nutricional de los machos, ni de acuerdo al contexto social
presente. Tanto machos de alta como de baja calidad contaron, previo al momento de la cépula, con el
mismo numero de espermatozoides disponibles en sus vesiculas seminales. A su vez, siempre transfirieron
cerca de 50% de éstos dentro del espermatéforo al momento del apareamiento, y de ese valor las
hembras almacenaron cerca del 75%. En otras palabras, la inversién espermatica no se vio influenciada
por la calidad de los machos ni por el contexto social.

Estos valores tan conservados e invariables, sumados al gran repertorio de comportamientos de
discriminacidn activa que despliegan hembras de distintas especies de triatominos (Manrique & Lazzari,
1994; Pires et al., 2004; Vitta & Lorenzo, 2009; Pompilio et al., 2016), sugieren que las hembras de R.
prolixus no habrian desarrollado mecanismos fisiolégicos postcopulatorios de seleccion de pareja.
Rechazar una potencial pareja sexual es una decision que implica un costo elevado (pérdida de
oportunidad de cépula) que se compensa con un beneficio mayor a futuro (cépula con un individuo de
mayor calidad) (Bleu et al., 2012). Si a lo largo de su historia evolutiva las hembras de una especie han
desarrollado mecanismos comportamentales efectivos para evitar y/o retrasar el apareamiento a nivel
precopulatorio, no habria razén para suponer la existencia de una presion de seleccion para el desarrollo
de mecanismos fisiolégicos postcopulatorios de elecciéon de pareja (e.g. retencién diferencial de
espermatozoides, eliminacion selectiva de espermatéforos, emisién de feromonas disuasorias de
apareamiento) (Gilbert, 1976; Eberhard & Cordero, 1995). Tales tipos de mecanismos suelen ser mas
frecuentes en aquellas especies donde no existen claros comportamientos de discriminacién, y/o donde
lo que prevalece es un conflicto entre los sexos por el control de la fecundacién de los oocitos (Birkhead,
2007; Garbaczewska et al., 2013; Hooper et al., 2016; Rouse & Bretman, 2016; Gress & Pitnick, 2017;
Schitz et al., 2017).

Un resultado sumamente interesante que observamos fue la existencia de diferencias
significativas en el éxito reproductivo entre los distintos grupos experimentales, siendo significativamente
menor en machos de baja calidad, independientemente del contexto social. Dado que las hembras
utilizadas en el experimento eran de bajo riesgo, que anteriormente determinamos que poseen huevos

recientemente desarrollados del primer ciclo ovarico y que pueden retenerlos por aproximadamente una
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semana hasta comenzar a oviponerlos como infértiles (Capitulo 2), y que encontramos en el presente
Capitulo que no hay diferencias en la transferencia y almacenamiento de espermatozoides entre los
tratamientos; la Unica posible explicacién para que exista una diferencia en el éxito reproductivo es que
la hembra esté fecundando una menor cantidad de oocitos con espermatozoides provenientes de los
machos de baja calidad. Antecedentes previos sugieren que dentro del espermatdforo del macho se
transfieren secreciones de sus gldndulas accesorias relacionadas con la nutricidn y motilidad de los
espermatozoides, y un “factor de oviposicién” que junto a un ecdisteroide del ovario generan como
respuesta que el Corpora Cardiaca libere un factor miotrépico que aumenta la motilidad de los musculos
del oviducto (Davey, 1958, 1965, 1967; Kriger & Davey, 1982; Chiang & Chiang, 1995), estimulando la
oviposicién de la hembra. Estas substancias estan fuertemente condicionadas por la alimentacién de los
insectos (Davey, 2007). Queda sin embargo el interrogante de si es la hembra, el macho o ambos quienes
tienen el control de la fecundacién de los oocitos. Si especulamos con que los machos de baja calidad
transfirieron una menor cantidad de este factor, o no lo transfirieron, o lo hicieron pero con alguna
modificacién en su composicion, podria ser que la hembra se encuentre menos estimulada para la
oviposicién. Otra posibilidad es que la hembra, al censar que el macho es de baja calidad, destine un
menor numero de oocitos a ser fecundados. Futuros estudios fisiolégicos y comportamentales son
necesarios para poder acercarse a la respuesta ante estas posibilidades.

Considerando la evaluacién de la pareja sexual al momento del apareamiento, el comportamiento
del macho se vio influenciado por la presencia del contexto social. Ante la ausencia de background, tanto
machos de alta como de baja calidad evaltan a la hembra por un tiempo prolongado (aproximadamente
13 min.), copulando con ella y abandonandola luego sin realizar ningun cuidado de pareja postcépula (i.e.
sujecion). A su vez, ante la presencia de otra hembra potencialmente disponible, los machos de alta
calidad redujeron significativamente el tiempo de evaluacién y de cépula. Este resultado sugiere que
machos mas veloces, en cuanto a la monta y la duracion de la cépula, estarian antes disponibles para
copular con otra nueva potencial pareja, lo cual aumentaria su éxito reproductivo respecto de otros
machos. En cambio, los machos de baja calidad mantuvieron siempre constante y elevada su latencia a la
monta y a la cépula. Esto podria deberse a que no se encontraban nutricionalmente aptos para copular
inmediatamente, dados los costos de producir un nuevo espermatdéforo funcional (Khalifa, 1950; Davey,
1959; Pereira-Lourenco et al., 2013), y por lo tanto se detendrian un mayor tiempo en evaluar y copular
con la pareja sexual presente. Antecedentes en otros animales muestran que la limitacién de alimento
reduce el éxito reproductivo de los machos (e.g. Kodric-Brown, 1989; Xie et al., 2015; Kaldun & Otti, 2016;
Davila & Aron, 2017). Por ultimo, cuando existia otro macho como contexto social, la duracion de la
postcdpula (i.e. sujecion) fue significativamente mas larga respecto de los otros contextos sociales, siendo
maxima en machos de baja calidad. Estos resultados confirman que la presencia de otros machos es
interpretada por el macho focal como potenciales competidores. Resultados similares fueron reportados

por Vitta & Lorenzo (2009) en Triatoma brasiliensis, donde observaron un aumento en la duracion del
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cuidado postcopulatorio de la pareja en presencia de otros machos. Dado que cortejar una pareja sexual
cuando existen otros potenciales competidores es costoso (Birkhead, 2007), una vez monopolizada una
hembra, es de esperarse que los machos mantengan una guardia prolongada para evitar que otro macho
se aproxime e intente copular (Jarrige et al., 2016). Esto seria ain mucho mas evidente para el caso de
machos de baja calidad, los cuales ya deben soportar un costo muy elevado al ser relativamente mas
rechazados por las hembras. Existen otras estrategias posibles ampliamente difundidas entre los
artropodos para asegurarse la fecundaciéon de los oocitos, como ser la remocién de esperma de machos
previos (e.g. Ono et al., 1989; Cordoba-Aguilar et al., 2003) o hasta la produccién de tapones copulatorios
(e.g. Contreras-Garduiio et al., 2006). Sin embargo, tales estrategias son mas bien tipicas de especies
promiscuas, con abundantes cdpulas extra pareja y buscando cada sexo maximizar su propio fitness
reproductivo (Birkhead, 2007).

Respecto a la eleccién de la hembra por una determinada pareja sexual, se confirmé lo
encontrado en el Capitulo 3 donde se observé que éstas son sensibles al estado nutricional de los machos
utilizdndolo como un estimador de calidad, rechazando significativamente menos a aquellos con mejor
condicidn (i.e. con un menor ayuno). A su vez, el contexto social fue clave modificando el comportamiento
de eleccion de la hembra. Asi, la presencia de otro macho como background (el cual pertenecia al grupo
de machos de alta calidad) fue censada por la hembra focal como otra potencial pareja sexual disponible,
observandose la expresion de comportamientos de rechazo a la cdpula cuando el macho focal era de baja
calidad. Cuando el background era otra hembra potencialmente disponible o se encontraba ausente, los
comportamientos de rechazo de la hembra focal se redujeron (en M- como macho focal) o volvieron nulos
(en M+ como macho focal), dado que no tenia otra pareja sexual potencialmente disponible para elegir.
Estos resultados novedosos difieren de lo observado por Pompilio et al. (2016), donde encontraron que
las hembras de R. prolixus exhiben comportamientos de rechazo en presencia de un contexto social,
independientemente de si éste estaba conformado por machos o hembras. Tal diferencia podria deberse
a que los insectos utilizados en aquel estudio no presentaban condiciones fisioldgicas tan controladas,
habiendo una mayor dispersién en edad, en el riesgo de oviposicién de huevos como infértiles en las
hembras y en el estado nutricional de los machos, por lo que los distintos insectos no evaluarian la pareja
sexual y el contexto social homogéneamente.

La evidencia observada al analizar las variables comportamentales - frecuencia de rechazo,
latencia a la monta y a la cdpula, y duracidn de la cédpula y postcédpula - amplia la hipdtesis planteada en
el Capitulo 3 que postula que las hembras ajustan sus decisiones de apareamiento en base a la calidad del
contexto social presente. Estos resultados nos permiten sugerir que tanto machos como hembras ajustan
su comportamiento de apareamiento en base a la calidad e identidad sexual de los restantes individuos
potencialmente disponibles. Para las hembras seria la existencia de otra potencial pareja sexual de mayor
calidad la variable clave que modifica su eleccion. En este caso, al ser ambos machos de similar y buena

calidad no se espera un incremento de rechazos al macho focal en presencia del macho background. Para
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los machos, seria la existencia de otro potencial competidor la variable clave. Esto determinaria que los
machos reduzcan su tiempo de evaluacidn, y se apresuren a monopolizar el recurso limitado que es la
hembra, cuidando de ella por mas tiempo para asegurar su inversidon espermatica.

Los resultados obtenidos a lo largo de estos Capitulos muestran que los comportamientos pre y
postcopulatorios estarian involucrados en la eleccidn de pareja sexual tanto en hembras como en machos
de R. prolixus. Por otra parte, no hemos hallado al momento mecanismos fisioldgicos postcopulatorios
qgue impliqguen un ajuste en la transferencia y almacenamiento de espermatozoides. Respecto a la
transferencia de esperma, es importante considerar que si bien los machos comparados poseian calidades
distintas, las hembras con las que copulaban poseian calidades similares. La pregunta que surge es si ante
hembras de calidades distintas los machos son capaces de administrar su inversién de esperma. El

proximo Capitulo responde a este interrogante.
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Capitulo 5.
Selectividad sexual de machos en
funcion del estatus reproductivo

de la hembra

The gods are fascinated by innocence,
perhaps because it's a quality

they themselves lack...

70



De Simone, G. A.

Capitulo N°5. Selectividad sexual de machos en funcién del estatus reproductivo de la hembra

Introduccion

En Capitulos anteriores se han descripto comportamientos pre y postcopulatorios involucrados
en la eleccién de pareja sexual en R. prolixus. Ademas, al momento no se hallaron mecanismos fisioldgicos
postcopulatorios que impliquen un ajuste en la transferencia y almacenamiento de espermatozoides. Sin
embargo, alin no hemos ahondado en los efectos de posibles atributos que evalian los machos en las
hembras, como variables estimadoras de calidad, al momento de seleccionarlas como potenciales parejas
sexuales. En este sentido, consideramos al estatus reproductivo de la hembra (i.e. virgen o con experiencia
previa de apareamiento) como candidato a ser una variable decisiva para los machos, ya que ésta se
encuentra fuertemente ligada al valor reproductivo de la hembra.

La relevancia del estatus reproductivo de la hembra radica en las consecuencias negativas que
tiene el apareamiento poliandrico sobre el éxito reproductivo de los machos, especialmente en especies
con hembras capaces de almacenar esperma, ya que la competencia espermatica generada por multiples
apareamientos aumenta el riesgo de paternidad de los machos (Parker, 1970; Simmons, 2001; Wedell et
al., 2002). En estas especies, entre las cuales se incluye a R. prolixus, existe una gran presion selectiva
hacia el macho que podria verse reflejada tanto en sus preferencias (e.g. eleccidon de la hembra a la cual
cortejar) como en su inversién reproductiva (e.g. cantidad de esperma invertido en una hembra virgen vs.
con experiencia previa de apareamiento).

En sistemas reproductivos promiscuos, donde tanto machos como hembras tienen multiples
parejas sexuales a lo largo de su ciclo reproductivo, se espera que cada sexo haya desarrollado estrategias
gue maximicen su éxito reproductivo minimizando el costo posible en cada evento de apareamiento
(Arngvist & Rowe, 2005). En el caso de las hembras, se espera una fuerte presion selectiva para elegir
machos de mayor calidad, asumiendo que dicha calidad se traducirad en ventajas adaptativas para su
descendencia (Andersson, 1994). En el caso de los machos, la estrategia dptima seria aparearse con tantas
hembras como sea posible de forma tal de maximizar su éxito reproductivo (Parker & Pizzari, 2010).
Finalmente, en ambos casos, la fecundacion de los oocitos luego del apareamiento es la que determinara
dicho éxito en cada sexo.

En estos sistemas poliandricos existen dos tipos de fecundacidn, una que beneficia al primer
macho y otra que beneficia al Ultimo macho con los que la hembra copula. El primer tipo, que confiere
una ventaja al primer macho a través de un incremento en el éxito de fecundacidn, predice la existencia
de machos con claras preferencias por hembras virgenes (Bonduriansky, 2001; Simmons, 2001; Wedell et
al., 2002; Knell & Webberley, 2004). En contraste, el sistema que confiere una ventaja al Ultimo macho
que copula predice la evolucidn de rasgos que contribuyen a preservar la paternidad a través de prevenir

o dificultar el desarrollo de futuras cépulas (Bonduriansky, 2001; Simmons, 2001; Wedell et al., 2002).
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Podemos mencionar algunos ejemplos como el cuidado de la pareja (mate guarding) y/o la utilizacién de
tapones copulatorios (e.g. Contreras-Gardufio et al., 2006; Jarrige et al., 2016).

Estudios previos en algunos invertebrados muestran que los machos son capaces de distinguir
entre hembras virgenes y hembras ya apareadas, ajustando la intensidad del cortejo y el volumen de su
eyaculado (Martin & Hosken, 2002; Siva-Jothy & Stutt, 2003; Carazo et al., 2004; Friberg, 2006; Thomas &
Simmons, 2007). Sin embargo, en los triatominos - cuyas hembras de varias especies copulan de manera
poliandrica (e.g. T. infestans, Manrique & Lazzari, 1995; T. brasiliensis, Vitta & Lorenzo, 2009; R. prolixus,
Pontes & Lorenzo, 2012) - se desconoce al momento si los machos son capaces de regular su inversion
reproductiva, ajustando sus preferencias de pareja e inversidon espermadtica, de acuerdo al estatus de la
hembra.

Sobre esta base, en el presente Capitulo se investigé si los machos de R. prolixus son sensibles al
estatus reproductivo de las hembras, distinguiendo entre virgenes versus recientemente apareadas.
Especificamente, se estudid si los machos presentan preferencias por algun estatus reproductivo en
particular de la hembra, expresada a través de cambios en su comportamiento de apareamiento y/o
inversidon espermatica, asi como en su éxito reproductivo. Al igual que en el Capitulo 4, se realizé una
evaluacion exhaustiva del comportamiento de la hembra, dado que los machos podrian modificar su
eleccidn e inversion espermatica en base al mismo.

Como hipdtesis se propone que los machos de R. prolixus prefieren hembras virgenes como
parejas sexuales. La prediccién es que de existir al menos una hembra virgen disponible, los machos
reduciran sus latencias de acercamiento, elegirdn montarlas en primer lugar y les transferirdn una mayor
cantidad de espermatozoides. En cambio, cuando sdélo existan disponibles hembras recientemente
apareadas, su latencia de acercamiento se prolongara, copularan aleatoriamente con cualquiera de las
potenciales parejas e invertirdn una menor cantidad de espermatozoides en comparacion con el invertido

en hembras virgenes.

Materiales y Métodos

Insectos

Se utilizaron individuos de R. prolixus criados y mantenidos en condiciones de laboratorio
siguiendo el procedimiento descripto en el Capitulo 1 (pag. 15). Las hembras utilizadas pertenecieron al
grupo de bajo riesgo (BR) (Capitulo 2, pag. 27), mientras que los machos correspondieron al grupo de alta
calidad (M+) (Capitulo 3, pag. 39), dado que éstos son los adultos selectivos o que se encuentran en
mejores condiciones fisioldgicas para afrontar los gastos que implica no aceptar una potencial pareja

sexual. Brevemente, las hembras contaban con 12 dias de edad y los machos con 28 dias de edad, ambos
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con un ayuno de 7 dias previo a los experimentos. Bajo estas condiciones los insectos estuvieron aptos

para la copula.

Dispositivo experimental

Para estudiar el comportamiento de los insectos se utilizd la arena experimental descripta en el
Capitulo 3 (pdg. 40). Brevemente, la misma consistiéd en un recipiente acrilico circular con dos frascos
contenedores de acrilico fijados en lados opuestos del set por una de sus bases, separados por una barrera
removible transparente perforada que permitia el paso de claves visuales y olfativas. En la base de dicho
dispositivo se colocé un papel de filtro como substrato, el cual fue reemplazado por uno nuevo al finalizar
cada experimento. La temperatura del cuarto experimental se establecié en 27 + 1°C, y la humedad

relativa vario entre 45-60%.

Grupos experimentales

Cada experimento consistié de dos fases: evaluacion previa y test. Durante la fase de evaluacion,
un macho focal fue expuesto simultdneamente a la presencia de dos hembras focales que podian o no
diferir en su estatus reproductivo: hembras virgenes o hembras recientemente apareadas. Todos los
insectos se encontraban contenidos dentro de sus compartimientos, separados por barreras
transparentes perforadas removibles. Durante la fase de test, los insectos focales fueron liberados.

De esta forma, se definid el tratamiento “estatus reproductivo de la hembra” con dos posibles
niveles: hembra virgen (V) y hembra recientemente apareada (C). Los grupos intersexuales se
establecieron al azar definiendo dos grupos experimentales: hembras con distinto estatus reproductivo
(virgenes vs. recientemente copuladas, V vs. C), y hembras con igual estatus reproductivo (recientemente
copuladas vs. recientemente copuladas, C vs. C). Cabe destacar que analizar qué sucede en el grupo de
recientemente copuladas vs. recientemente copuladas, nos permite establecer si una hembra ya
apareada es receptiva y capaz de aceptar otra nueva pareja sexual, y por otro lado, estudiar la evaluacidn
e inversion espermatica que realiza el macho en tales hembras, para poder compararla con la de hembras

virgenes.

Procedimiento

Estudio comportamental

Se realizaron 60 ensayos comportamentales (30 para cada grupo experimental). Previo a su
utilizacidn, todos los insectos fueron pesados para confirmar su estado nutricional (Mettler AJ100, Mettler
Instrument Corporation, Hightstown, New Jersey, USA). Para obtener las hembras recientemente
copuladas, se establecieron parejas de machos de alta calidad (M+) y hembras de bajo riesgo de
oviposicién de huevos infértiles (BR) en recipientes acrilicos de reducidas dimensiones (i.e. frascos de

cria), de forma tal de maximizar el encuentro entre los sexos y que ocurra la cépula. Una vez finalizada la
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misma - aproximadamente una hora después - y separados los insectos, se retird la hembra y se la
transportd a la arena experimental para los ensayos comportamentales.

Al comienzo de cada experimento se introdujo individualmente a cada insecto en su
compartimiento correspondiente: una hembra focal en cada frasco contenedor lateral (2 en total), y un
macho focal en el compartimiento mayor. Este ultimo fue liberado en primer lugar y las hembras focales
en segundo. De forma tal de evitar la perturbacidon mecanica de los insectos, se transportd a los mismos
desde sus recipientes de contencién hasta el set experimental utilizando un trozo de papel de filtro
(Manrique et al., 2006).

Luego de su liberacién, el macho podia explorar la arena libremente por 5 minutos, incluyendo el
area inmediatamente adyacente a la base interna de los compartimientos que contenia a cada hembra
focal. Posteriormente, se removieron simultdneamente las barreras permitiendo la interaccién entre los
insectos. El comportamiento de interaccion macho/hembras fue monitoreado y registrado desde el
comienzo de la fase de evaluaciéon hasta la finalizacién de la cépula y postcdpula (Pompilio et al., 2016).

A través de la observacidn directa y de video-filmaciones se cuantificé el comportamiento de los
insectos, registrando el primer intento de monta del macho focal, su latencia a la monta, la ocurrencia de
rechazos a la cépula por parte de la hembra, con quién finalmente copula, la latencia a la cépula, y la
duracion de la cépula y postcdpula. Todos los experimentos fueron grabados utilizando una cdmara web
Genius FaceCam 1010 HD (KYE Systems Corp., Taipei, Taiwan), colocada a 35 cm sobre la arena, y bajo
una intensidad de luz homogénea de 15 lux, permitiendo al experimentador observar los insectos sin
perturbarlos (Pompilio et al., 2016). Luego de cada ensayo, los insectos fueron cuidadosamente

removidos de la arena mediante un trozo de papel de filtro.

Inversidon espermatica y éxito reproductivo

Para investigar si existen diferencias en la inversién espermatica de los machos entre los grupos
experimentales de acuerdo al estatus reproductivo de las hembras, se considerd el numero total de
espermatozoides almacenados en las vesiculas seminales de los machos, y se contabilizé los transferidos
dentro del espermatdéforo a las hembras, los almacenados por éstas al finalizar la cépula, y por ultimo los
descartados junto con los restos del/los espermatoforo/s, alrededor de 6hs de finalizada la cépula. Cabe
destacar que se considerd de los resultados obtenidos previamente en el Capitulo 4 (pag. 61), el nimero
de espermatozoides inicial que poseian los machos al momento del apareamiento.

Posteriormente al ensayo comportamental, sobre una muestra de 15 machos y hembras focales
con las que éstos se aparearon, se realizd la diseccidn abdominal y la extraccidn de las vesiculas seminales
de los machos, de las espermatecas de las hembras y los restos del/los espermatdforo/s descartado/s,
por cada grupo experimental. Cada una de estas muestras fue procesada siguiendo la metodologia
descripta en el Capitulo 4 (pag. 57), utilizando posteriormente una Cdmara de Neubauer de doble camara

para el conteo de espermatozoides bajo microscopio éptico a 400X.
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Por ultimo, para estimar el éxito reproductivo de los insectos de cada grupo experimental, se
seleccioné una muestra de 15 hembras apareadas con el macho focal y se las dejo en sus frascos de cria
individualmente sin ser diseccionadas, contabilizando diariamente el nimero de huevos ovipuestos y

eclosionados, durante 7 dias consecutivos.

Andlisis de datos

Para estudiar la selectividad de los machos por hembras de un determinado estatus reproductivo,
se compard cual fue aquella elegida en el primer intento de monta entre los grupos experimentales y con
cudl copuld finalmente, mediante pruebas de Chi? aplicando la correccidén de Bonferroni. La existencia de
diferencias en la frecuencia de rechazos a la cépula por parte de las hembras entre los tratamientos se
evalud utilizando un modelo de regresion logistica, en el que la variable explicativa fue “estatus
reproductivo (virgen/recientemente copulada)” y la variable dependiente fue “comportamiento de
rechazo (Si/No)”. Para el andlisis de la latencia del macho al primer intento de monta y a la cépula, y la
duracidn de la copula y de la postcdpula, se compararon las mediciones entre los grupos experimentales
mediante ANOVAs de un factor. Similarmente, para contrastar entre los diferentes tratamientos la
transferencia de espermatozoides por los machos y el almacenamiento de los mismos por las hembras, y
su éxito reproductivo final (n° de huevos ovipuestos y eclosionados), se realizaron también ANOVAs de
un factor. En los casos en que fue requerido, se efectuaron contrastes a posteriori a través del test de
Tukey. Todos los resultados fueron analizados utilizando el paquete estadistico InfoStat® v2016p (Di

Rienzo et al., 2016).

Resultados

Estudio comportamental

Al evaluar la preferencia del macho por una hembra de determinado estatus reproductivo como
pareja sexual, se encontré que los machos eligieron primero a las hembras virgenes en un 70% de las
veces (Chi%: H=4.80, p=0.02, N=60), intentando montarlas e iniciar el apareamiento. Esta eleccién se
mantuvo aln en presencia de comportamientos de rechazo de la hembra, observandose que los machos
copularon en un 73.33% de las veces con las hembras virgenes (Chi%: H=6.53, p=0.01, N=60) (Fig. 1).

Considerando la frecuencia de los comportamientos de rechazo en las hembras en funcién de su
estatus reproductivo, los resultados mostraron que un 80% de las hembras recientemente copuladas
expresaron tales comportamientos de discriminacidn activa, en comparacidn con las virgenes donde solo
lo hizo el 25% (Fig. 2). Los resultados de la regresién logistica, con tratamiento “estatus reproductivo”
(virgen/recientemente copulada) y “comportamiento de rechazo” (Si/No) como variable dependiente,

mostraron que la exhibicién de rechazos por parte de la hembra aumento significativamente cuando ésta
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se encuentra recientemente copulada (p=0.0016) (Tabla 1). Asi, la probabilidad de que el intento de

apareamiento del macho focal sea rechazado por la hembra se incrementé a 73% cuando dicha hembra

fue recientemente copulada, resultado que se redujo a 30% cuando ésta era virgen (Tabla 2, Fig. 3).
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Figura 1. Seleccién del macho focal por una pareja sexual de
determinado estatus reproductivo. lera monta: primera
hembra elegida por el macho para aparearse. Copula final:
pareja sexual con la que el macho se apared finalmente. *

indican diferencias significativas (N=60).

Estimador

Z p-valor

Estatus reproductivo

Tabla 1. Resultados de la regresion logistica para la frecuencia
de rechazos de la hembra en funcién de su estatus

-1.83

-2.67 0.0016*

reproductivo. * indican diferencias significativas (N=60).

Estatus reproductivo  Probabilidad E.E.
Virgen 0.30 0.14 A
Copulada 0.73 0.09 B

Tabla 2. Probabilidad de rechazo por la hembra de acuerdo a
su estatus reproductivo. EE: Error Estandar. Letras diferentes
representan diferencias significativas entre grupos (p<0.05)

(N=60).

Probailidad de Rechazos

Frecuencia de rechazos (%)
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Figura 2. Frecuencia de rechazos por
parte de la hembra de acuerdo a su
estatus reproductivo. (N=60).
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Figura 3. Probabilidad de rechazos a la cépula
(MediatEE) de acuerdo al estatus reproductivo
de las hembras (N=60).

Al evaluar las latencias comportamentales del macho, se observaron tres escenarios: eleccidn de

la hembra virgen en presencia de una recientemente apareada (V vs. C) (25 de 30 casos), eleccion de la

hembra recientemente copulada en presencia de una virgen (V vs. C) (5 de 30 casos), y eleccién de una
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hembra recientemente apareada en presencia de otra similar (C vs. C) (30 de 30 casos). Contrastando las
latencia a la primera monta y a la cdpula entre los grupos experimentales no se encontraron diferencias
significativas (ANOVA Lat. 1° monta: F=0.01, p=0.9132, N=60; ANOVA Lat. Cépula: F=1.21, p=0.2111,
N=60), destacandose que el tiempo de evaluacién tanto para hembras virgenes como para hembras
recientemente copuladas fue similar, independientemente en éstas ultimas de si la otra hembra era

virgen o con experiencia reproductiva previa (Fig. 4y 5).
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Figura 4. Latencia a la primera monta del macho en Figura 5. Latencia a la cépula en funcidn del estatus
funcién del estatus reproductivo de las hembras. NS: reproductivo de las hembras. NS: no significativo
No significativo (p>0.05) (N=60). (p>0.05) (N=60).
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Figura 6. Duracién de la cépula en machos focales de  Figura 7. Duracién de la postcépula en machos focales

acuerdo al estatus reproductivo de su pareja sexual. de acuerdo al estatus reproductivo de su pareja sexual.
Letras diferentes representan diferencias significativas  Letras diferentes representan diferencias significativas
entre grupos (p<0.05) (N=60). entre grupos (p<0.05) (N=60).

Al analizar la duracion de la cépula entre los distintos grupos experimentales se observé que la

misma fue significativamente mas corta cuando el macho se apareaba con hembras recientemente
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copuladas (ANOVA: F=64.89, p<0.0001, N=60) (Tukey: p<0.05, N=60) (Fig. 6). A su vez, al considerar la

duracion de la postcépula, se evidencié un aumento significativo en la permanencia del macho sobre el

dorso de la hembra seleccionada como pareja sexual una vez finalizada la cépula, cuando ésta era virgen

(ANOVA: F=75.25, p<0.0001, N=60) (Tukey: p<0.05, N=60).

Inversion espermdtica y éxito reproductivo
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Figura 8. NUumero de espermatozoides transferidos
por los machos, y almacenados y descartados por las
hembras de acuerdo a su estatus reproductivo. Letras
distintas representan diferencias significativas entre
grupos (p<0.05) (N=30).

Para comparar la inversion espermatica de
acuerdo al estatus reproductivo de las hembras, se
utilizé el nimero de espermatozoides inicial que
poseian los machos al momento del apareamiento,
determinado en el Capitulo 4 (pag. 57, Tabla N°3,
Producido). A partir de este valor y de los conteos
realizados en el presente Capitulo, se procedio a
reconstruir el numero de espermatozoides
transferidos por los machos y los almacenados por
las hembras, destacando que las recientemente
apareadas poseian espermatozoides retenidos de
dos coépulas (i.e. una previa a su utilizacidn

experimental y otra obtenida con el macho focal)

(Tabla 3).

Macho focal # espermatozoides % 95 NS
Producido 1283416.67 100.00% a : .
Transferido (espermatoforo) 775583.33 60.43% ‘gj 20 1
Restante en vesiculas 507833.33 39.57% a
§ 15
Hembra virgen # espermatozoides % %
Retiene en espermatecas 616372.81 79.47% % 10
Descarta en espermatéforo 159210.53 20.53% % 5
2
Hembra recientemente copulada # espermatozoides % 0
Retiene en espermatecas 603869.18 77.86% vireen Copulada
533135.98 68.74%
Descarta en espermatéforo 1 163000.00 22.14% Fig}"a 9. Ndmero t?,tal de huevos
Descarta en espermatéforo 2 217105.26 31.26% ovipuestos en funcion del estatus

reproductivo de la hembra. NS: no
significativo (p>0.05) (N=30).

Tabla 3. Nimero de espermatozoides producidos y transferidos por
machos, y almacenados por hembras de distinto estatus reproductivo.
Se destaca en hembras recientemente copuladas el nimero de
espermatozoides retenidos en cada una de sus oportunidades de

apareamiento (N=30).
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Asi, al contrastar la transferencia de espermatozoides en los machos no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos experimentales (ANOVA: F=0.57, p=0.4550, N=30) (Fig. 8),
siendo invariable de acuerdo al estatus reproductivo de su pareja sexual. Sin embargo, al analizar el
almacenamiento en las espermatecas por parte de las hembras, se encontrd que aquellas recientemente
copuladas retienen significativamente una mayor cantidad de esperma (correspondiente a la suma de los
eyaculados de los dos eventos de apareamiento) (ANOVA: F=82.70, p<0.0001, N=30) (Tukey: p<0.05,
N=30) (Fig. 8). Se destaca, a través de la reconstruccion realizada aplicando las formulas expuestas en el
Capitulo 4 (ver pag. 57), que del total de espermatozoides que poseian los machos al momento del
apareamiento, éstos transfirieron el 60.43% en la cépula. Por su parte, las hembras recientemente
apareadas almacenaron de uno de los machos el 77.86% y del otro el 68.74%, descartando los restantes
espermatozoides junto con los espermatéforos correspondientes a las dos coépulas (Tabla 3,
Espermatoforo 1y Espermatdforo 2, respectivamente).

Por ultimo, al evaluar el éxito reproductivo de los individuos no se encontraron diferencias
significativas entre el nimero de huevos fecundados y eclosionados por hembras virgenes vy
recientemente copuladas (ANOVA: F=0.04, p<0.8411, N=30), observandose que las hembras ovipusieron

entre 19 y 20 huevos al cabo de una semana (Fig. 9).

Discusion

En el presente Capitulo se estudié si los machos de R. prolixus consideran atributos
bioldgicamente relevantes de las hembras al momento de seleccionarlas como potenciales parejas
sexuales. La variable manipulada, el estatus reproductivo de la hembra (virgen vs. con experiencia
reproductiva previa), resulté ser claramente una variable clave para los machos, observandose que la
mayoria de ellos exhiben una preferencia por hembras virgenes. Tal eleccidn se hizo evidente a través de
una mayor cantidad de primeros intentos de apareamiento por parte del macho focal en situaciones de
eleccion simultdnea (hembra virgen vs. hembra recientemente copulada). Especificamente, el 70% de los
machos se aproximo e intentd montar en primer lugar a las hembras virgenes, observandose finalmente
que el 73% de las copulas ocurrié con tales hembras. Este pequefio aumento en el porcentaje se debio a
que cinco machos intentaron aparearse en primer lugar con hembras recientemente copuladas, que luego
de haber sido rechazados por las mismas se aproximaron a las virgenes. En relacion a este punto, la
frecuencia de exhibicién de comportamientos de rechazo difirié entre hembras virgenes y recientemente
copuladas, siendo en estas ultimas significativamente mayor. Es importante aclarar que la medida
utilizada para evaluar preferencia del macho (primer intento de monta) no se vio afectada por el
comportamiento de la hembra, ya que fue siempre el macho quien tom¢ la iniciativa y ninguna hembra

se acerco espontaneamente al macho. Por otra parte, el primer intento de monta se dio en forma previa
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al comportamiento de aceptacién/rechazo de la hembra. Con lo cual la preferencia del macho no se vio
influenciada por la decisién de la hembra (no ocurre lo mismo con el segundo intento de cépula o con la
copula, que si dependen del comportamiento de aceptacion/rechazo de la hembra y por eso no se
consideraron como medidas de preferencia).

La preferencia del macho por hembras virgenes se selecciona a nivel evolutivo cuando existe una
variacién en el valor reproductivo de las hembras, y cuando el costo de discriminarlas por parte de los
machos es reducido (Andersson, 1994; Dewsbury, 1982; Bonduriansky, 2001; Servedio & Lande, 2006).
Esto se deberia a que si un macho invierte tiempo cortejando a una hembra copulada o no receptiva,
incursionaria en gastos energéticos que no se traducirdn en un aumento de su éxito reproductivo (Kelso
& Verrell, 2002).

Cuando evaluamos la inversion del macho de R. prolixus de acuerdo al estatus reproductivo de las
hembras, observamos en primer lugar que la duracién de la cépula y postcopula fue significativamente
mayor cuando los machos se aparearon con hembras virgenes. Cabe destacar que tales duraciones, en el
caso en que el macho copuld con hembras ya apareadas, resultaron similares entre si en ambos grupos
(i.e. virgenes vs. recientemente copuladas, y recientemente copuladas vs. recientemente copuladas). Esto
significa que aun en la minoria de los casos en los que el macho eligié a la hembra ya copulada, se
comporto igual que con las del grupo control (donde ambas hembras habian sido copuladas). Podemos
especular entonces que estos machos reconocieron el estatus reproductivo de la hembra elegida, y que
una duracién de la copula y postcdpula mas prolongada, podria relacionarse a un cuidado de la parejay
el resguardo de su éxito reproductivo (Alcock, 1994). Como se menciond anteriormente, en sistemas
polidndricos donde existe un alto riesgo de competencia espermitica generada por multiples
apareamientos (Parker, 1970; Simmons, 2001), aquellas estrategias del macho que prevengan o dificulten
futuras copulas de su pareja sexual contribuiran a preservar su paternidad (Bonduriansky, 2001; Simmons,
2001; Wedell et al., 2002).

En segundo lugar, cuando evaluamos la inversién espermatica de los machos, la preferencia por
las hembras virgenes no se vio reflejada en el nUmero de espermatozoides transferidos, ya que éstos
transfirieron la misma cantidad de esperma independientemente del estatus de la hembra, rechazando,
por lo tanto, la hipdtesis planteada. Estos resultados, sumandos a los del Capitulo anterior, refuerzan la
idea de que los machos de R. prolixus no administran la cantidad de esperma invertido en las hembras,
aun siendo capaces de reconocer y exhibir claras preferencias comportamentales asociadas al estatus de
las mismas.

Por el lado de las hembras, se hallé que las recientemente apareadas no retuvieron exactamente
la misma cantidad de esperma entre su primera y segunda cdpula. Si bien la diferencia fue minima
(aproximadamente 8%), la misma fue estadisticamente significativa. Se desconoce, sin embargo, si esta
diferencia puede llegar a repercutir en el éxito reproductivo de los machos. La metodologia utilizada no

permitid tampoco discernir cudl de los dos machos se beneficié con el almacenamiento diferencial de
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esperma, dado que no fue posible identificar a qué macho correspondia cada uno de los espermatdforos
descartados por las hembras con experiencia reproductiva previa. Sin embargo, a juzgar por la preferencia
gue los machos evidenciaron por hembras virgenes se podria especular con que el sistema de fecundacién
estaria favoreciendo al primer macho que copula.

Un resultado interesante que podemos rescatar sobre los comportamientos de rechazo a la
copula observados en hembras recientemente apareadas - tanto en presencia de una virgen como cuando
ambas eran recientemente copuladas -, es que la experiencia reproductiva reciente de una hembra redujo
su motivacién a la cépula. Esta induccién de un periodo refractario luego del apareamiento se encuentra
ampliamente documentada en diversas especies de insectos (Thornhill & Alcock, 1983). Fowler &
Partridge (1989) por ejemplo, mencionan que en Drosophila melanogaster la explicacién podria estar
relacionada con evitar constantes apareamientos con multiples parejas sexuales, que impliquen una
reduccion en la sobrevida de la hembra. Otras explicaciones se relacionarian con el macho persiguiendo
mantener el control de su pareja sexual, sea mediante la trasferencia de compuestos quimicos en su
eyaculado que reducirian la motivacion a la cépula de la hembra, o inclusive a través de estimulaciones
mecanicas del propio espermatdforo dentro del atrio femenino, que evitarian el ingreso de esperma de
nuevos machos (Sugawara, 1979; Leopold, 1976; Chen, 1984; Simmons & Gwynne, 1991).

Poco se conoce acerca de las claves que utilizan los machos para evaluar el estatus de las hembras.
Se sabe, sin embargo, que las feromonas liberadas por ellas cumplen un rol clave en la comunicacién inter-
sexual, sefalizando la receptividad sexual e influenciando la eleccién de pareja (Johansson & Jones, 2007).
En arafias, por ejemplo, la composicidn y/o concentracién de compuestos quimicos depositados en los
hilos de seda o presentes en la cuticula pueden cambiar con la edad o el estado reproductivo de la hembra
(Trabalon et al., 1997; Papke et al., 2001). Por otra parte, los machos son capaces de percibir variaciones
estado-dependientes en las claves quimicas asociadas a variaciones en el estatus de las hembras (Andrade
& Kasumovic, 2005; Roberts & Uetz, 2005; Stoltz et al., 2007; Baruffaldi & Costa, 2010).

Se desconoce en triatominos cuales son las claves que permiten a los machos distinguir el estatus
reproductivo de las hembras. Se sabe que los machos son atraidos a través de feromonas sexuales
emitidas por las hembras en varias especies, incluyendo a R. prolixus (Manrique & Lazzari, 1995; Manrique
et al., 2006; Crespo & Manrique, 2007; Pontes et al., 2008; Vitta et al., 2009; Pontes & Lorenzo, 2012;
Zacharias et al., 2010; May-Concha et al., 2012). Si existe una liberacion diferencial de los compuestos
volatiles presentes en el blend de estas feromonas que indiquen al macho si una hembra ha sido o no
copulada, permanece al presente en el terreno especulativo. En R. prolixus, experimentos en curso
muestran que el macho podria distinguir una hembra de un macho a través de la composicién diferencial
de sus lipidos cuticulares (Alicia Lorenzo Figueiras, comunicacion personal), similar a lo ya observado en
Triatoma infestans (Cocchiararo-Bastias et al., 2011). Sin embargo, no se conoce si el macho de R. prolixus
podria distinguir distintos estados reproductivos de la hembra a través de estas claves de quimio-

recepcion de contacto. Como mencionamos previamente, en nuestro set-up experimental los machos no

81



De Simone, G. A.

tenian acceso al contacto fisico con las hembras, pudiendo percibirlas a través de claves volatiles y/o
visuales, con lo cual especulamos con que éstas serian las potencialmente involucradas en la evaluacién

de la calidad de una pareja sexual.
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Capitulo 6.
Efectos de la disponibilidad de multiples
hembras sobre el comportamiento

sexual del macho

"Eyes see only what is possible.

A trained mind can explore the impossible."”

—Kefnet, god of knowledge
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Capitulo 6. Efectos de la disponibilidad de multiples hembras sobre el comportamiento sexual del macho

Introduccion

Para estudiar el comportamiento reproductivo de una especie resulta clave considerar la
influencia del entorno natural que la rodea (Ruhela & Sinha, 2010). En este sentido, R. prolixus es una
especie gregaria y la presencia de un contexto social (definido ya sea por la presencia de machos y/o
hembras extras) es crucial para expresién de comportamientos ligados a la eleccion de pareja, como por
ejemplo, el rechazo a la copula exhibido por las hembras (Pompilio et al., 2016). Es por esta razén que el
contexto social ha sido incluido a lo largo de los distintos experimentos realizados. A tal fin, los disefios
aplicados permitieron evaluar a una pareja focal en un contexto social sin que el mismo interfiriera en la
claridad y precision de los resultados, ya que los individuos que conformaban tal contexto se encontraban
presentes pero fisicamente inaccesibles. A diferencia de los Capitulos anteriores, en el presente Capitulo
se decidid evaluar a un conjunto controlado de individuos que interactdan libremente entre si, con el
objetivo de estudiar los efectos de la disponibilidad de multiples hembras sobre el comportamiento sexual
del macho. Este tipo de abordaje no sélo es adecuado para responder las preguntas planteadas en este
Capitulo sino que también implica un mayor acercamiento hacia el entorno natural de los individuos
(Martin & Bateson, 1993; Barnard, 2004; Ruhela & Sinha, 2010).

Al estudiar el comportamiento reproductivo de un conjunto de individuos, el sex ratio resulta una
variable clave a considerar. Esto se debe a que la disponibilidad de oportunidades de apareamiento van a
depender fundamentalmente de la proporciéon de machos y hembras sexualmente activos (i.e. sex ratio
operacional, OSR) (Emlen & Oring, 1977). Cuanto mayor es el desbalance en el OSR, mayor es la
competencia entre los miembros del sexo limitado (Emlen, 1976). Dado que en la mayoria de las especies
es el macho el sexo mévil y quien inicia el cortejo y la cépula (Andersson, 1994), existen incontables
estudios que consideran la competencia entre machos cuando son las hembras el sexo limitado, y a su
vez, como esto se traduce en modificaciones de su comportamiento pre y postcopulatorio (Parker, 1970;
Dewsbury, 1982; Clark, 1988; Berglund, 1993; Alcock, 1994; Jirotkul, 1999; Mills & Reynolds, 2003;
Arnqgvist & Rowe, 2005; Weir et al.,, 2011; Rosa et al., 2017). Sin embargo, no existe tan amplio
conocimiento sobre qué sucede cuando es el macho el sexo limitado.

En escenarios con un sex ratio sesgado hacia las hembras, serdn los machos los que veran afectado
su grado de selectividad debido a que poseen multiples parejas sexuales disponibles. Asi, la estrategia de
apareamiento que maximiza su éxito reproductivo seria la de aparearse con tantas hembras como sea
posible (Parker & Pizzari, 2010). Si consideramos que la producciéon del eyaculado es algo costoso para el
macho (Dewsbury, 1982; Reznick, 1985; Simmons, 2001; Parker & Pizzarri, 2010), aparearse
repetidamente con la misma hembra no se traduce en un aumento de tal éxito. La consecuencia que se

observa es que el macho disminuye su interés reproductivo por dicha hembra, reduciendo su inversion

87



De Simone, G. A.

espermatica (Koene & Ter Maat, 2007), su esfuerzo en realizar cortejos elaborados (Kelley et al., 1999), y
finalmente su frecuencia de cépula (Hettyey et al., 2009).

Esta modificacion de la selectividad del macho se la conoce como efecto Coolidge y se caracteriza
por una disminucién de la motivacién del macho por copular reiteradamente con hembras con las que se
ha apareado, combinado con un aumento de su interés sexual por hembras novedosas, lo que contribuiria
a distribuir de forma mas éptima su inversidén espermatica, maximizando el éxito reproductivo (Wilson et
al., 1963; Dewsbury, 1981; Jordan & Brooks, 2010). Este efecto fue observado inicialmente en ratas (Beach
& Jordan, 1956) y luego en otros mamiferos (Dewsbury, 1981). También se hallé en aves (Pizzari et al.,
2003), reptiles (Tokarz, 1992), anfibios (Donovan & Verrell, 1991), peces (Kelley et al., 1999) y en algunos
grupos de insectos, como abejas (Barrows, 1975; Wcislo, 1992), moscas (Odeen & Moray, 2008) y
escarabajos (Arnaud & Haubruge; 1999). Sin embargo, a pesar de que existen numerosos estudios sobre
eleccién de pareja y los efectos del sex ratio sesgado hacia los machos, llamativamente han habido muy
pocos que investiguen el efecto Coolidge per se en insectos.

En este Capitulo investigamos la posible influencia de la disponibilidad de multiples parejas
sexuales sobre el comportamiento reproductivo de machos de R. prolixus. Especificamente, se analizaron
cambios en los tiempos de inicio del cortejo, inicio a la cépula y duracion del apareamiento. También se
estudié si lainversion espermatica se modifica de acuerdo a la presencia de un mayor nimero de hembras
(i.e. cantidad final de espermatdéforos transferidos). Como hipoétesis se postula que los machos tenderan
a reducir al minimo el tiempo de inicio al cortejo y cdpula ante una mayor disponibilidad de parejas,
seleccionando para cada evento de apareamiento a una nueva hembra. Se predice también que cuando
el macho se haya apareado con todas las hembras, la latencia al siguiente comportamiento de cortejoy a
la cépula se prolongar3g, eligiendo aleatoriamente a cualquiera de las hembras.

Por otra parte, el disefio implementado permitié evaluar en un contexto mas cercano al natural,
un dato que hasta ahora se desconoce y es el tiempo que un macho necesita para volver a formar un
espermatdéforo y copular. El disefio planteado potencia en grupos con multiples hembras virgenes la
motivacion del macho por volver a aparearse. La prediccion es que los resultados de una evaluacién clasica
(macho y hembra focales) arrojaran resultados muy diferentes a los obtenidos en situaciones de

interaccion multiple con mas de una hembra disponible.

Materiales y Métodos

Insectos
Se utilizaron individuos de R. prolixus criados y mantenidos en condiciones de laboratorio
siguiendo el procedimiento descripto en el Capitulo 1 (pag. 15). Las hembras utilizadas pertenecieron al

grupo de bajo riesgo (BR) (Capitulo 2, pag. 27), mientras que los machos correspondieron al grupo de alta
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calidad (M+) (Capitulo 3, pag. 39), dado que éstos son los adultos selectivos. Brevemente, las hembras
contaban con 12 dias de edad y los machos con 28 dias de edad, ambos con un ayuno de 7 dias previo a

los experimentos. Bajo estas condiciones los insectos estuvieron aptos para la copula.

Dispositivo experimental

Para estudiar el comportamiento de los insectos se utilizé una arena experimental consistente en
un recipiente de vidrio circular de 10.0 cm de didmetro y 1.5 cm de alto, cubierto por una tapa
transparente removible. En la base del dispositivo se colocd un papel de filtro como substrato, el cual fue
reemplazado por uno nuevo al finalizar cada experimento. La temperatura del cuarto experimental se

establecié en 27 £ 1°C, y la humedad relativa varié entre 45-60%.

Grupos experimentales

En cada experimento un macho focal fue expuesto a la presencia de un ndmero variable de
hembras focales, todas en un comienzo naive y con el mismo estatus reproductivo (virgenes).

De esta forma, se definid el tratamiento “nimero de hembras disponibles” con tres posibles
niveles: una hembra focal (H1), dos hembras focales (H2) y tres hembras focales (H3). Los grupos
intersexuales se establecieron al azar definiendo tres grupos experimentales: un macho focal en presencia
de una (H1), de dos (H2) o de tres hembras focales (H3), respectivamente. Cabe destacar que en este

disefio el macho focal puede evaluar y seleccionar a las hembras simultaneamente disponibles.

Procedimiento

Se realizaron 30 ensayos comportamentales, correspondiendo 10 a cada grupo experimental.
Previo a su utilizacién, todos los insectos fueron pesados para confirmar su estado nutricional (Mettler
AJ100, Mettler Instrument Corporation, Hightstown, New Jersey, USA). Al comienzo de cada ensayo se
depositd a cada individuo en el centro de la arena, transportandolo desde sus recipientes de contencion
hasta el set experimental, utilizando un trozo de papel de filtro de forma tal de evitar la perturbacion
mecanica de los insectos (Manrique et al., 2006). En este momento, todos los individuos eran capaces de
explorar la arena libremente, al igual que interaccionar con los restantes insectos. El experimento tuvo
una duracién de 7 dias consecutivos, a lo largo de los cuales se monitored y registré el comportamiento
de machos y hembras desde el momento de su liberacién, incluyendo cada cépula y postcdpula.

A través de video-filmaciones se cuantificé el comportamiento de los insectos, registrando
intentos de monta del macho focal, latencia a cada monta, ocurrencia de rechazos a la cépula por parte
de las hembras, latencia entre cada cdpula y duracién de cada cépula. A su vez se contabilizé el total de
apareamientos realizados por los machos en los distintos grupos experimentales. Todos los experimentos

fueron grabados utilizando una videocadmara infrarroja (CCTV CCD 420 TVL, Monitor, China), colocada a
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35 cm sobre la arena, conectada a una grabadora digital (4CH-H.264 DVR, China), bajo un régimen de

iluminacion de 12:12 hs (L:O).

Andlisis de datos

Para estudiar las latencias del macho a la monta y entre cada cépula, se aplicaron modelos lineales
sobre los tiempos acumulados a lo largo de todo el ensayo para cada grupo experimental. Luego, se realizd
un contraste entre las dinamicas de las variables estudiadas (i.e. latencia a la monta y latencia entre
copulas) de los distintos tratamientos aplicando modelos lineales generalizados mixtos (GLMM). Para
analizar la duracidn de las cépulas se compararon las mediciones entre los diferentes grupos mediante
ANOVAs de un factor, efectuando contrastes a posteriori a través del test de Tukey. Por Ultimo se analizé
el nimero total de apareamientos observados en cada tratamiento mediante pruebas de Chi? aplicando
la correccidon de Bonferroni. Todos los resultados fueron analizados utilizando el paquete estadistico

InfoStat® v2016p (Di Rienzo et al., 2016).

Resultados

Al estudiar la latencia a la primera monta y a la primera cdpula de cada macho entre los distintos
grupos experimentales, no se observaron diferencias significativas (ANOVA Lat. 1° monta: F=2.66,
p=0.0822, N=30; ANOVA Lat. Cépula: F=0.74, p=0.4853, N=30), es decir que todos los machos se
aproximaron y montaron en un mismo intervalo de tiempo a la primera pareja sexual que seleccionaron,
copulando inmediatamente con ellas. Al evaluar la dindmica de reapareamiento entre los distintos
tratamientos, se observé que cuando existe una Unica hembra disponible (H1), los machos tardaron
constantemente mas en montar y copular repetidamente con la misma hembra (Fig. 1 y 2), comparado
con aquellos escenarios donde el nimero de parejas disponibles fue mayor (H2 y H3). En estos ultimos,
los machos redujeron sus latencias con las distintas hembras iniciando mads rapidamente los
apareamientos, alcanzando valores cercanos a los observados en presencia de una Unica pareja sexual
hacia el final del experimento (Fig. 3 a 6). Cabe destacar que en la totalidad de ensayos realizados donde
habia mas de una hembra, los machos intentaron copular primero con aquellas hembras virgenes
disponibles, y una vez agotado este recurso, se aproximaron al azar a cualquier hembra.

Para contrastar las dinamicas de evaluacidén y apareamiento seguidas por los macho de acuerdo
a la presencia de un distinto nimero de hembras disponibles, se construyeron dos modelos lineales
generalizados mixtos (GLMM) que estimaron el efecto de sumar nuevas hembras en la tasa de incremento
y/o disminucion de las latencias. Asi, se compararon por un lado los modelos de latencias a la monta
acumuladas realizados previamente en cada grupo experimental (Fig. 1, 3y 5), y por otro lado, los modelos

de latencias entre copulas estimados para los mismos grupos (Fig. 2, 4y 6).
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Figura 1. Latencia a la monta (acumulada) en
funcion de la secuencia de intentos de monta del
macho focal en presencia de una Unica hembra (H1),
a lo largo del experimento (N=10).
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Figura 3. Latencia a la monta (acumulada) en
funcién de la secuencia de intentos de monta del
macho focal en presencia de dos hembras (H2), a lo
largo del experimento (N=10).
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Figura 5. Latencia a la monta (acumulada) en
funcién de la secuencia de intentos de monta del
macho focal en presencia de tres hembras (H3), a lo
largo del experimento (N=10).
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Figura 2. Latencia entre cépulas (acumulada) en
funcion de la secuencia de intentos de cépula del
macho focal en presencia de una Unica hembra (H1),
a lo largo del experimento (N=10).
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Figura 4. Latencia entre copulas (acumulada) en
funcién de la secuencia de intentos de cépula del
macho focal en presencia de dos hembras (H2), a lo
largo del experimento (N=10).
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macho focal en presencia de tres hembras (H3), a lo
largo del experimento (N=10).
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De este modo, al contrastar las
pendientes de los distintos modelos se
encontraron diferencias significativas
entre ellas, tanto para la latencia a la
monta (GLMM Latencia a la monta:
T=46.84, p<0.0001, N=30) (Fig. 7),
como para la latencia entre cépulas
(GLMM
T=73.50, p<0.0001, N=30) (Fig. 8),

Latencia entre cdpulas:
destacandose que la presencia de dos o
mas hembras disponibles (H2 y H3)
redujo significativamente las latencias
de los machos a la monta y a la
recépula, y que recién en los ultimos
intentos de apareamiento los valores
de latencias se aproximaron a los
registrados para el caso de una Unica
hembra (H1). Se destacaen Tabla 1y 2,
en mayor detalle, que en presencia de
multiples parejas sexuales el macho
focal reduce sus tiempos de cortejo y
apareamiento a lo largo de sus tres
primeros intentos (donde existia al
menos una hembra virgen en alguno de
los tratamientos).

Considerando la inversion de
los machos en la primera pareja sexual
elegida a través de la duracion de la

copula, no se observaron diferencias

significativas entre los grupos experimentales (ANOVA: F=2.36, p=0.1134, N=30), destacandose que todos

los primeros apareamientos tenian la misma duracidn. Sin embargo, en los sucesivos intentos de cépula

se observd que la duracién de las mismas se redujo a partir del segundo apareamiento cuando existian

mas hembras disponibles (H2 y H3) (ANOVA: F=8.16, p=0.0004, N=30) (Tukey: p<0.05, N=30) (Fig. 9). Se

destaca que tanto para las latencias, como para la duracién de las cdpulas no se registraron diferencias

significativas entre los grupos H2 y H3, por lo cual la sola presencia de una hembra extra redujo al minimo

los tiempos de evaluacién e inversion del macho focal.
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Grupo Latencia monta Media DS Grupo Latencia copula Media DS
P (min) (min) P P (min) (min)
ler Intento 98.20 6.25 lera Cépula 106.40 10.59
H1 2do Intento 443,70 74.82 H1 2da Cépula 1723.70 220.50
3er Intento 821.60 68.38 3era Cépula 3588.90 360.44
ler Intento 99.00 4.71 lera Cépula 104.60 7.52
H2 2do Intento 135.80 13.21 H2 2da Copula 372.20 39.39
3er Intento 174.60 16.40 3era Cépu|a 723.20 103.79
ler Intento 103.60 5.87 lera Cépu|a 101.40 9.51
H3 2do Intento 151.40 8.33 H3 2da Cépula 371.30 67.63
3er Intento 202.10 13.73 3era Cépu|a 716.50 60.14
Tabla 1. Comparacién entre las tres primeras Tabla 2. Comparacién entre las tres primeras
latencias a la monta de los machos focales de latencias a la cépula de los machos focales de
acuerdo al nuimero de hembras disponibles. acuerdo al numero de hembras disponibles.
Leyendas: H1, una hembra; H2, dos hembras; H3, Leyendas: H1, una hembra; H2, dos hembras;
tres hembras (N=30). H3, tres hembras (N=30).
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Figura 9. Duracion de las copulas de machos focales en funcién de la secuencia de apareamientos, de acuerdo al
numero de parejas sexuales. Leyenda: H1, una hembra disponible; H2, dos hembras disponibles; H3, tres hembras
disponibles. Letras diferentes representan diferencias significativas entre grupos (p<0.05) (N=30).

Finalmente, al comparar el nimero de cdpulas totales entre los grupos experimentales, no se
encontraron diferencias significativas (ANOVA: F=0.85, p=0.4394, N=30), observandose que los machos
produjeron aproximadamente 6 espermatdforos independientemente del numero de hembras
disponibles. No obstante, cuando analizamos la distribucién de tales cépulas a lo largo del experimento
se encontrd que ante la presencia de mdas hembras (H2 y H3), los machos concretaron en menor tiempo
la totalidad de sus apareamientos posibles (Chi*: H=44.34, p<0.0001, N=30). Esto se hizo evidente al
observar que los machos aislados con una Unica hembra distribuyeron sus cépulas a lo largo de todo el
experimento (alrededor de un apareamiento por dia), mientras que aquellos en presencia de multiples

parejas sexuales, las agotaron en los primero tres dias (Fig. 10).
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Figura 10. Nimero de cépulas diarias a lo largo del experimentode  incrementandose el nimero de
acuerdo al nimero de hembras disponibles. Leyendas: H1, una i . i i
hembra; H2, dos hembras; H3, tres hembras (N=30). potenciales parejas disponibles para los

machos.

Los resultados obtenidos mostraron que los machos de R. prolixus prefieren aparearse en todos
los casos con hembras con las que no han copulado previamente y disminuyen sus latencias entre cépulas
para acceder a las restantes parejas sexuales disponibles. Especificamente, se observé que no existieron
diferencias entre los tres grupos experimentales (H1, H2 y H3) en las latencias de los machos al primer
intento de apareamiento, siendo siempre reducidas y similares. Esto es de esperar, ya que en ese
momento todas las hembras disponibles eran virgenesy, por tanto, igualmente atractivas para los machos
(Dewsbury, 1981; Jordan & Brooks, 2010). A partir del segundo intento de apareamiento se observé una
diferencia significativa en los tiempos de latencia a la monta (asi como latencia a la cépula) entre los
grupos experimentales, siendo mayores cuando el macho tenia una Unica pareja sexual disponible (H1) y
menores cuando aun existian otras hembras novedosas (H2 y H3).

Los resultados mostraron que los machos de R. prolixus expuestos a dos hembras fueron capaces,
en promedio, de iniciar el cortejo de cépula (monta) a los 135.80 (+ 13.21 DS) minutos de terminado el
primer apareamiento, mientras que los machos expuestos a una sola hembra iniciaron el cortejo de cépula
en promedio a los 443.70 (+ 74.82 DS) minutos (i.e. tardaron casi 3 veces mas en reiniciar el cortejo). Por
otra parte, el tiempo promedio que demoraron los machos expuestos a dos hembras en volver a copular
(luego del primero apareamiento) fue de 372.20 (+ 39.39 DS) minutos, mientras que en los machos
expuestos a una sola hembra fue de 1723.70 (+ 220.50 DS) minutos (i.e. 4.65 veces mas). Estas diferencias
halladas son una clara demostracién de la importancia que tiene la metodologia planteada a la hora de
evaluar, por ejemplo, la ventana temporal necesaria para producir otro espermatdéforo y volver a copular,
ya que los resultados dependeran de la presencia/ausencia de multiples hembras para aparearse.

Los resultados obtenidos en el presente experimento concuerdan con lo predicho por el efecto
Coolidge, que se define como un decremento en la propension del macho a copular repetidamente con
la misma hembra, combinada con un aumento del interés sexual ante hembras novedosas (Wilson et al.

1963; Dewsbury, 1981). Existe una gran variedad de paradigmas para estudiar dicho efecto, algunos de
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los cuales aplican disefios en los que se incluyen nuevas parejas previo/posterior del momento de
saciedad del macho, reemplazo de parejas en forma sucesiva, y eleccién simultanea entre distinta
cantidad de parejas (Dewsbury, 1981). En relacién a la presentacidén simultanea de multiples hembras, sus
efectos en mamiferos son muy marcados y conocidos, y es por ello que se utiliza a fines practicos para
optimizar la reproducciéon del ganado por ejemplo. Aimquist & Hale (1956) muestran que toros puestos a
prueba diariamente en presencia de una sola vaca incrementan la latencia a la cépula a lo largo del
tiempo. La presentacién de dos vacas en forma simultanea produce una rdpida caida en la latencia a la
copula, que es revertida en tests subsiguientes utilizando una sola vaca nuevamente. Lo que se logra a
través de estos disefios de presentacidn simultdnea de multiples hembras es reducir al minimo la latencia
ente apareamientos, ya que, a diferencia de otros disefios, no se espera a que el macho se haya saciado
para agregar una nueva hembra. Como al momento se desconocia con precisidon en R. prolixus cudl era el
tiempo minimo necesario para que un macho pueda volver a copular con una hembra, se eligié
justamente este tipo de disefo que potencia al maximo la motivacién del macho y, ademas, siendo las
hembras presentadas de alta calidad (virgenes).

La preferencia por hembras novedosas hallada en el presente Capitulo se encuentra en
concordancia con la preferencia por hembras virgenes observada en el Capitulo anterior. La pregunta que
surge es si la variable que consideran los machos en su eleccidn es la novedad de la hembra (que depende
de si el macho ha copulado anteriormente con ella 0 no) o el estatus reproductivo de la hembra (si es
virgen o no). Como en el presente experimento ambos se modificaron en el mismo sentido no fue posible
discernir entre ambas posibilidades. Para resolver este interrogante deberia mantenerse constante el
estatus reproductivo de las hembras (e.g. utilizando hembras con experiencia reproductiva reciente) y
manipularse el grado de novedad (hembra novedosa vs. hembra no novedosa). De esta manera, el
experimento que podria hacerse a futuro es exponer al macho a la eleccién simultanea entre dos hembras
ya apareadas (una con el macho focal vs. otra que lo haya hecho con otro macho), evaluando si es la
preferencia por la hembra novedosa o simplemente su estatus reproductivo, el causante del efecto.

Otra variable considerada por los machos en escenarios con alta disponibilidad de parejas
sexuales, posteriormente a la evaluacion de las mismas, es la inversion reproductiva realizada con cada
hembra que se aparea. En este sentido, dado que aparentemente no existen mecanismos fisiolégicos
postcopulatorios que regulen la transferencia o el almacenamiento de espermatozoides en R. prolixus de
acuerdo a la calidad de los individuos y del contexto social presente (Capitulo 4 y 5), podemos especular
que la inversidn realizada por los machos con las hembras elegidas estaria relacionada con la duracién del
apareamiento y el cuidado posterior de la pareja (mate guarding). Esto se evidencié al observar que los
machos redujeron la duracién de sus cépulas cuando se aparearon con hembras conocidas en presencia
de otras parejas sexuales disponibles (H2 y H3). En tales casos, invertir un mayor tiempo en una hembra
ya copulada por ellos, no se va a traducir en un aumento de su éxito reproductivo (Jordan & Brooks, 2010).

En cambio, en aquellos escenarios donde el macho tenia una Unica pareja disponible (H1), las duraciones
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de las cépulas fueron constantes, indicando que el macho también fue sensible a la ausencia de otras
oportunidades de apareamiento. Si bien se observé que su motivacién a copular se redujo cuando no
existian otras hembras novedosas (i.e. aumentan las latencias), resguardar su Unica pareja podria estar
relacionado con asegurarse el éxito reproductivo (Alcock, 1994).

Un resultado interesante de destacar es que no se observaron diferencias significativas en la
cantidad de espermatéforos transferidos por los machos a lo largo del experimento, entre los distintos
grupos. Esto estaria indicando que los machos pueden desarrollar una determinada cantidad de
espermatdéforos, de acuerdo al estado nutricional en que se encuentren (Khalifa, 1950), siendo
independiente de la disponibilidad de parejas sexuales. Sin embargo, resulta llamativo que la distribucidn
de las cépulas a lo largo del experimento si fue significativamente diferente de acuerdo a la presencia de
mas hembras, observandose que los machos expuestos a una Unica hembra (H1) tardaron alrededor de
5/6 dias en agotar sus oportunidades de copula, mientras que los machos expuestos a una mayor cantidad
de hembras (H2 y H3) lo hicieron en un lapso de tres dias. En el caso del macho aislado con una Unica
hembra, este comportamiento de retrasar la recépula va en beneficio de optimizar su éxito reproductivo,
ya que a mayor latencia, mayor es la chance en la naturaleza de que aparezca una mejor opcion (i.e. otra
hembra) para aparearse (Andersson, 1994). Se desconoce la razéon por la que el macho continto
copulando con la misma hembra cuando ésta es capaz de almacenar su esperma y utilizarlo en futuros
ciclos ovulatorios. Posiblemente la razén tenga que ver con asegurar la paternidad saturando el reservorio
de la hembra con su propio esperma.

Como se ha mencionado anteriormente, los efectos de la disponibilidad de multiples hembras
sobre el comportamiento del macho ha sido poco investigada en insectos. En el coledptero Nicrophorus
vespilloides se encontrd evidencia de la existencia del efecto Coolidge y se estudiaron los mecanismos
subyacentes que permiten al macho discriminar entre parejas conocidas y novedosas, mostrando que los
machos prefieren a las hembras con las que no copularon antes, independientemente de su estatus sexual
(Steiger et al., 2008). A su vez, estos autores demostraron que los machos utilizan patrones de compuestos
cuticulares para discriminar entre las hembras. Se conoce también que las hembras de Gryllus sigillatus
marcan a los machos con compuestos quimicos especificos evitando asi recopular con parejas con las que
previamente ya se han apareado (lvy et al., 2005). Ademas, es conocida en insectos la utilizacién de
compuestos quimicos que actian como antiafrodisiacos, es decir compuestos producidos por los machos
y transferidos a la hembra durante el apareamiento que evitan la cépula de otros machos (e.g. Happ,
1969; Kukuk, 1985; Peschke, 1987; Carlson & Schlein, 1991; Andersson et al., 2003), y que posiblemente
impidan también la recépula del macho original.

Consideramos finalmente, que la experiencia y resultados obtenidos en el presente Capitulo son
un claro ejemplo de cdmo el estudio de un conjunto controlado de individuos interactuando permite un

mayor acercamiento hacia el entorno natural de la especie y una comprension mas profunda acerca de
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las presiones de seleccién que han moldeado el comportamiento de los individuos (Martin & Bateson,

1993; Barnard, 2004; Ruhela & Sinha, 2010).
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Discusion General

"When you find yourself teetering on the edge of oblivion
mine will be the hands taking pleasure
in gwing you the final push.”

—Liliana Vess
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DISCUSION GENERAL

El objetivo de esta Tesis fue estudiar los factores y reglas de decision involucrados en la elecciéon
de pareja sexual en el insecto hematdfago Rhodnius prolixus (Heteroptera: Reduviidae). A tal fin se
integraron conocimientos y metodologias provenientes del campo de la Fisiologia del Comportamiento,
asi como del drea de la Ecologia del Comportamiento. A nuestro entender, esta es la primera linea de
trabajo que estudia cdmo eligen su pareja sexual los triatominos. A lo largo de este recorrido confirmamos
que la especie seleccionada es un excelente modelo para estudiar el comportamiento de eleccién de
pareja tanto en machos como en hembras (quienes exhiben comportamientos estereotipados de rechazo
a la cépula, posibles de ser evaluados a través de la simple observacién).

Uno de los primeros aportes de esta Tesis es la descripcion sistemadtica del comportamiento de
apareamiento de Rhodhnius prolixus en presencia y ausencia de contexto social (definido como la presencia
de otros individuos, aun cuando se encuentren fisicamente inaccesibles). Se demostré al respecto, que el
comportamiento de apareamiento se modifica en funcidn del contexto social. Especificamente, en
situaciones en las que la pareja focal se encuentra en completo aislamiento las hembras no exhiben
comportamientos de rechazo a la cdpula, mientras que en presencia de contexto social los mismos
ocurren. Estos resultados llevan a plantearse la importancia de la inclusion de un contexto similar al
natural para el estudio y profunda comprensidon del comportamiento de una especie.

A partir de esos primeros resultados, la pregunta que se plantea es de qué otros factores depende
la expresion del comportamiento de rechazo de la hembra. Si la presencia de contexto social es el factor
desencadenante, la funcidn del comportamiento de rechazo podria estar asociada a la eleccién de machos
en funcidén de su calidad (la hembra rechazaria a un macho cuando es de baja calidad y/o si esta presente
otro macho de mejor calidad disponible). En el Capitulo 3 se pone a prueba esta hipdtesis y se muestra
que las hembras evaluan la calidad de los machos (determinada por su estado nutricional), rechazando
una oportunidad de cépula solamente cuando de esa manera obtiene el beneficio potencial de copular
con un macho de mejor calidad.

Otra variable que podria estar afectando la decisién de la hembra de aceptar o rechazar a un
macho son sus ciclos ovulatorios. En el Capitulo 2 se muestra que las hembras virgenes que se encuentran
cursando su segundo ciclo ovarico y tienen un mayor riesgo de oviponer huevos infértiles disminuyen
drasticamente el umbral de selectividad al elegir pareja sexual. Estos resultados muestran que las
decisiones comportamentales son sensibles al estado interno (fisioldgico) del individuo, resaltando la
importancia de un enfoque interdisciplinario.

A lo largo de la Tesis se muestra también que los machos de R. prolixus no eligen azarosamente a
las hembras que cortejan. Son capaces de discriminar entre hembras virgenes y no virgenes, exhibiendo
una clara preferencia por las primeras (Capitulo 4). También se muestra en el Capitulo 6 que el interés

sexual de los machos se renueva ante la presencia de una mayor cantidad de parejas disponibles.
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Otra pregunta planteada es si (ademas de eleccidén precopulatoria) existe en la especie eleccién a
nivel postcopulatorio. A tal fin, se evalud la produccidn, transferencia y almacenamiento de
espermatozoides y su relacién con la calidad de los individuos y la presencia de potenciales
competidores/parejas. En el Capitulo 4 se muestra que los machos de mayor calidad transfieren igual
cantidad de esperma que los de menor calidad, que las hembras retienen la misma cantidad de esperma
de machos de alta y baja calidad, y que el contexto social no tiene ninglin efecto sobre la inversién y
almacenamiento diferencial de esperma. Sin embargo, si existen diferencias en la cantidad de huevos
fértiles ovipuestos por hembras que copularon con machos de alta vs. baja calidad, siendo las apareadas
con machos de mejor calidad las que derivan en un mayor éxito reproductivo. Por otra parte, en el
Capitulo 5 se encontrd que los machos invierten la misma cantidad de esperma en hembras de distintas
calidades, manipulada a través de cambios en su estatus reproductivo (virgen vs. recientemente
apareada). Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que R. prolixus no ha desarrollado
mecanismos fisiolédgicos para la inversidon y retencidon diferencial de esperma. Queda abierto el

interrogante acerca de los mecanismos fisioldgicos implicados en el control de la fecundacién de huevos.

Hembras Machos

Variables relevantes

Variables afectadas

Variables relevantes

Variables afectadas

Indicadores de
calidad de la
potencial pareja
sexual

Estado nutricional

- Calidad absoluta (cada
macho per se)

- Calidad relativa
(comparacidn entre
individuos)

Copula (rechazos)
Exito reproductivo

Historia reproductiva:
- Virgen

- Recientemente
copulada

Hembra elegida
(acercamiento)
Latencia a la monta
Duracién copula

Riesgo de oviposicion
de huevos como

Copula (rechazos)

Contexto social

- Mayor proporcién de
machos

- Mayor proporcién de
hembras

Copula (rechazos)

- Mayor proporcion de
machos

- Mayor proporcién de
hembras

. infértiles
Estado fisiolégico - . .. .
. Estatus reproductivo: , Estado nutricional Exito reproductivo
interno . Copula (rechazos)
- Virgen .
. Almacenamiento
- Recientemente .
espermatozoides
copulada
- Ausente - Ausente Latencia a la montay

copula

N° de cépulas
Duracién coépula
Mate guarding

Tabla 1. Variables relevantes consideradas por machos y hembras de R. prolixus al momento de la eleccién de la pareja
sexual. Se destacan las variables afectadas (comportamentales y/o fisioldgicas) para cada nivel de estudio.

Los experimentos realizados a lo largo de la Tesis fueron disefiados con el fin de evaluar una a una

las variables relevantes que consideran los individuos en su elecciéon de pareja y, ademas, evaluar la
posible interaccidn entre las distintas variables relevantes observadas. Ese es el motivo por el cual, al
estudiar la influencia de un nuevo factor, se manipula también otra variable que ha mostrado ser

relevante para los individuos en otro experimento (e.g. el contexto social) utilizando disefios factoriales.
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Esta forma de abordaje permite hacer inferencias sobre el algoritmo de toma de decisidn de los individuos
cuando mas de una variable relevante se modifica a la vez, como ocurre en la naturaleza. Integrando los
resultados obtenidos, se construyd un listado con la descripcién de variables relevantes que inciden en la

eleccién de pareja y su consecuente observacidén operacional para cada uno de los sexos (Tabla 1).

Eleccion de pareja sexual desde el punto de vista de la hembra

En base a los resultados obtenidos a partir de la evaluacién conjunta de variables relevantes, se
comenzé con la construccion del algoritmo de toma de decision utilizado por la hembra de de R. prolixus
para aceptar/rechazar una oportunidad de cépula (Fig. 1). De ellos se desprende que, de todas las
variables aqui analizadas, la que mas afecta la eleccién de la hembra es su propio estatus reproductivo.
Esta inferencia se base en que las hembras con experiencia reproductiva reciente rechazan en todos los
casos cualquier intento de cépula de nuevos machos. Recién finalizado su periodo refractario luego del
apareamiento, las mismas recobrarian su motivacidn por nuevas parejas sexuales.

Pero no todas las hembras virgenes aceptan a cualquier macho para copular. Existe otra variable
relevante involucrada en la toma de decisiones que es el riesgo que tiene cada hembra de oviponer
huevos infértiles. Esta inferencia se basa en la observacién de que sélo aquellas con bajo riesgo de
oviponer huevos infértiles son selectivas al elegir pareja sexual. Cuando, por el contrario, el riesgo de
oviposicién es alto, las hembras aceptan en todos los casos al macho ofrecido como pareja sexual.

Por otra parte, las hembras virgenes y/o receptivas que ademas tengan bajo riesgo de oviponer
huevos infértiles, consideran en su eleccidn tanto la calidad de la pareja que la corteja como la de las
potenciales que la rodean. Esta inferencia se basa en que la hembra es sensible al estado nutricional de
los machos, prefiriendo a aquellos de mejor estado nutricional (i.e. alta calidad), rechazando los intentos
de apareamiento de macho de baja calidad cuando existen machos de mejor condicién disponibles.

Y finalmente, es fundamental el rol que cumple la presencia de un contexto social sobre la
decisién de la hembra de aceptar o rechazar una oportunidad de cdpula, ya que es necesaria su presencia
para la expresion de los comportamientos de discriminacion activa de las hembras. En este sentido, su
decisidn se ajustaria de acuerdo a la oferta y calidad de otras potenciales parejas, valorando el costo de
rechazar una oportunidad de apareamiento en funcién del beneficio de aguardar por un macho de mejor
calidad.

Integrando lo anteriormente expuesto, podemos concluir que lo primero que considera una
hembra al momento elegir una pareja sexual es su propia “condicidn” (a través de su estatus reproductivo
y del riesgo de oviponer huevos infértiles), lo que determinaria su motivacion a aparearse y a afrontar los
costos de ser selectiva. Si la hembra se encuentra en condiciones de ser selectiva, hay dos variables que
entran en juego: la calidad de la pareja y la presencia de contexto social. Del anadlisis de todas las

posibilidades surgira en ultima instancia su decision de aceptar o no a un macho como pareja sexual.
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Eleccion de pareja sexual desde el punto de vista del macho

Al igual que para las hembras, se avanzd en la construccion del algoritmo de toma de decision
utilizado por los machos de R. prolixus al momento de elegir pareja sexual (Fig. 2). Una variable crucial
para explicar las preferencias de los machos es el estatus reproductivo de la hembra, ya que la mayoria
de los machos elige montar a una hembra virgen en lugar de una con experiencia reproductiva previa. Ello
se evidencia a través de latencias a la monta y a las cépulas mas prolongadas, y en una menor duracién
de los apareamientos y del mate guarding cuando sdlo se encuentran disponibles hembras recientemente
apareadas. Tal preferencia se relacionaria, como se menciond anteriormente, a que si un macho invierte
tiempo cortejando a una hembra copulada o no receptiva, incursionaria en gastos energéticos que no se
traducirdn en un aumento de su éxito reproductivo.

La siguiente variable clave seria el propio estado nutricional de los machos. Los resultados
muestran que machos de alta calidad son mejores competidores que machos de baja calidad, ya que éstos
reducen sus latencias de aproximacién a las potenciales parejas anticipandose a que otros machos
copulen con ellas. A su vez, se observé que cuando existen multiples hembras disponibles, sélo los machos
de alta calidad acortan su latencia a los apareamientos, lo que se relacionaria con la estrategia de acceder
a un mayor numero de parejas sexuales y asi maximizar el éxito reproductivo. Por su parte, los machos de
baja calidad serian menos competitivos debido a su condicién nutricional comprometida, lo que implicaria
gue de lograr aparearse con una hembra, inviertan un mayor tiempo en cuidarla de otros machos
competidores.

Integrando lo anteriormente expuesto, podemos concluir que lo primero que valora un macho al
momento de seleccionar una pareja sexual es la calidad de la hembra, es decir, su estatus reproductivo.
A continuacion, en funcién de si su estado nutricional es éptimo o se encuentra comprometido, evaluaria
el contexto social presente determinando la existencia de otras potenciales parejas sexuales y/o
competidores. Del andlisis de todas las posibilidades, se establecerian las modificaciones del
comportamiento de apareamiento necesarias para acceder a mas hembras disponibles y/o cuidar una

pareja de intentos de cépula de otros machos.

Resulta clave destacar que para la construccién del algoritmo de toma de decisidn de R. prolixus
no se consideraron los mecanismos fisiolégicos de eleccion de pareja a nivel postcopulatorio. En base a la
evidencia disponible, esto se debe a la posible ausencia de efectos significativos a este nivel, lo que
implicaria que son los comportamientos pre y post copulatorios los que estarian involucrados en la

eleccién de pareja sexual tanto en hembras como en machos de R. prolixus.
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Consideraciones finales

A partir de los conocimientos obtenidos, consideramos que la presente Tesis resulta un primer
acercamiento hacia la compresion de los factores que influyen en el comportamiento de eleccién
de pareja sexual de R. prolixus como especie particular, y en triatominos en general.

Por otra parte, consideramos que los distintos experimentos realizados implican un aporte tedrico y
metodolégico al tema general de eleccidén de pareja sexual.

Y, finalmente, esbozar la construccidn de un algoritmo de toma de decisiones, nos permite avanzar en la
prediccion de las elecciones que tomard un individuo, cuando todos los factores relevantes

estudiados varian conjuntamente como ocurre en la naturaleza.
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"Beauty determines value, and we determine beauty..."
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