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RESUMEN

Generalmente, los efectos del parasitismo sobre la seleccion sexual de machos se estudian
correlacionando la carga parasitaria con la expresion de un rasgo precopulatorio del
hospedero, como la coloracion. Sin embargo, a pesar de que los rasgos postcopulatorios,
como la calidad espermaética, también son costosos, poco interés se ha generado para
entender el efecto del parasitismo sobre éstos, y su efecto simultaneo sobre ambos niveles
de seleccidn, pre y postcopulatorio.

Se utilizé al guppy, Poecilia reticulata, para estudiar el efecto del parasitismo sobre el
esfuerzo de apareamiento (la suma de los cortejos y los intentos de copula forzada), la
eleccion de pareja (comportamientos dirigidos hacia las hembras mas grandes), y la calidad
espermatica (nUmero de paquetes espermaticos, concentracion espermatica, movilidad,
velocidad, viabilidad y morfologia de los espermatozoides) de machos.

Los machos se asignaron a dos tratamientos: 1) No parasitados (control), en el que
machos sanos fueron expuestos solamente a agua, y 2) Parasitados (experimental), en el
gue machos sanos fueron parasitados con dos ectoparasitos Gyrodactylus. El
comportamiento sexual de los machos se midié una vez, posterior al tratamiento, de modo
que se compararon machos sanos con machos parasitados. La medicion de la calidad
espermatica se realizd en dos tiempos diferentes: antes y después de aplicar el tratamiento,
de modo que se compararon tiempos de medicién y tratamientos.

El esfuerzo de apareamiento fue menor en machos parasitados que en machos sanos,
sin embargo, no se observo eleccion de pareja en ambos tratamientos. Ademas, los machos
no parasitados, a excepcion de la morfologia espermaética, no cambiaron su calidad
espermatica antes o después del tratamiento. En machos parasitados, los paquetes
espermaticos y la concentracion espermatica fueron similares antes y después de ser
infectados, pero su movilidad, viabilidad y velocidad disminuyeron después de aplicar el
tratamiento, por lo que se evidencia por primera vez el efecto negativo del parasitismo
sobre la calidad espermatica en guppies. La cantidad de espermatozoides no se
compromete, por lo que es muy probable que el dafio se genere en etapas posteriores a la

formacion y diferenciacion de las células espermaticas.



En conclusion, evaluamos simultaneamente el esfuerzo de apareamiento (rasgo
precopulatorio) y la calidad espermaética (rasgo postcopulatorio) en guppies machos,
encontrando que ambos se ven altamente comprometidos ante el parasitismo.

Para evaluar si la preferencia de apareamiento en el comportamiento sexual de los
machos afecta la transmision del ectoparasito Gyrodactylus de machos parasitados a
hembras sanas, utilizamos los comportamientos sexuales observados en las pruebas de
comportamiento sexual con los machos parasitados. Se cuantificd el nimero de parésitos en
cada una de las hembras 24 horas después de haber estado en contacto con los machos
parasitados.

Los comportamientos sexuales del macho no tuvieron una relacién con la carga
parasitaria de las hembras, posiblemente porque observamos una actividad sexual muy baja
en los machos parasitados en comparacion con los machos sanos. Sin embargo, nuestros
resultados muestran que las hembras pequefias tuvieron una carga parasitaria mayor que las
hembras grandes. Dos posibles explicaciones surgen de estos resultados: 1) las hembras que
difieren en tamafio se comportaron diferente, lo que de alguna forma pudo haber facilitado
la transmision del parasito del macho a las hembras, 2) las hembras grandes fueron mas
resistentes a Gyrodactylus, de modo que nuestros resultados pudieron haber medido la
resistencia al parasito en lugar de una diferencia en su transmision.

Los resultados obtenidos en este proyecto muestran que las hembras pequefias son méas
susceptibles a parasitarse de un macho conespecifico, lo cual puede tener implicaciones

importantes en la dinamica poblacional generada por el parasito Gyrodactylus.
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1. INTRODUCCION

Los recursos energéticos destinados a la generacion y mantenimiento de multiples rasgos de
la historia de vida de los organismos, como los que estan relacionados con el
mantenimiento corporal y la reproduccion, son limitados, lo que genera disyuntivas
bioldgicas (Krebs y Davies 1993, Fabian y Flatt 2012). Estas se definen como un vinculo
entre dos rasgos, donde existe simultaneamente un aumento en la adecuacion a través de
uno y en consecuencia una reduccion de la adecuacion a través del otro (Krebs y Davies
1993).

Se pueden observar disyuntivas entre diferentes rasgos costosos de producir y de
mantener. Por ejemplo, la coloracion de las plumas y escamas en machos en varias especies
de aves y peces se compone de pigmentos carotenoides y pteridinas (Houde y Torio 1992,
Zuk y cols. 1998). Estos pigmentos también son esenciales para la activacion del sistema
inmune por su capacidad antioxidante en presencia de patégenos (Bendich 1989), por lo
que, al defenderse de patdgenos, los organismos deben asignar mas recursos al sistema
inmune limitando la calidad en la expresion de la coloracién, generando en consecuencia
una disyuntiva (Losdat y cols. 2011).

De forma similar, se han observado disyuntivas entre rasgos pre y postcopulatorios,
aquellos rasgos que se utilizan antes o después del apareamiento respectivamente, y que se
consideran a dos niveles diferentes de la seleccion sexual (Andersson 2006). En especies
poliandricas, como en escarabajos Stagmomantis limbata (Leigh y Douglas 2006) y en
ortopteros Hemideina crassidens (Kelly 2008), las hembras copulan con mdltiples machos
durante un evento reproductivo generando competencia espermatica; en consecuencia, los
machos aumentan su inversion en la calidad del esperma, enfrentando un compromiso entre
la produccion de esperma y el mantenimiento corporal (Lipold y cols. 2014), pues los
recursos asignados a aumentar su condicion corporal muchas veces disminuyen los recursos
que de otra forma estarian destinados a aumentar la calidad del esperma producido
(Reznick y cols. 2000, Kvarnemo y Simmons 2011).

Uno de los generadores mas importantes de disyuntivas en la naturaleza es el
parasitismo (Kekalainen y cols. 2014), la relacion ecoldgica en la que un parésito toma

recursos energéticos directamente de un hospedero, causando costos en su adecuacion



(Olsen 1974, Fabian y Flatt 2012). Ante estos costos, el hospedero es forzado a defenderse
mediante mecanismos que incrementan la respuesta inmunitaria, como la resistencia, que se
define como la capacidad de repeler a los parasitos (Raberg y cols. 2007), y la tolerancia, la
cual es la capacidad de soportar una carga parasitaria sin comprometer la adecuacion,
incluyendo con ello el mantenimiento corporal (Grenfell y Dobson 1995, Sorci y cols.
1997, Bonneaud y cols. 2003). Las consecuencias del dafio del parasitismo se han
observado en multiples rasgos de la historia de vida asociados tanto al mantenimiento como
a la reproduccion de los hospederos (ver Barber y cols. 2000), lo que ha colocado a los
parésitos en el centro de muchas &reas de interes ecoldgico y evolutivo (Sheldon y Verhulst
1996). Los costos del parasitismo se asocian con una disminucion de la actividad (Milinski
1984, Paukku y Kotiaho 2005), del mantenimiento corporal (Barrantes y Weng 2007,
Hockley y cols. 2014), de la capacidad de forrajeo (Milinski 1990, Barber y cols. 1995), del
cuidado parental (Barrantes y Weng 2007), de la eleccion de pareja (Jennions y Petrie 2000,
Kokko y cols. 2012) y de la fecundidad de las hembras (Schultz y cols. 2006), entre otros.

Particularmente en machos, los efectos del parasitismo estan asociados a la
disminucion de la intensidad de sus ornamentos, y muchas veces el efecto negativo en la
calidad de la expresion de los rasgos sexuales de los machos suele relacionarse
positivamente con la carga parasitaria (Milinski 1990, Barber y cols. 2000). Los rasgos mas
estudiados en machos son la coloracion (Hamilton y Zuk 1982, Fitzgerald y cols. 1993,
Folstad y Karter 1992, Ressel y Schall 1989), como en reptiles (Olsson y cols. 2011); la
calidad del cortejo (Hurd 1993, Zuk y cols. 1998), como por ejemplo, en aves (Mgller
1990, Zuk y cols. 1998, Baeta y cols. 2008) o en peces (gobios Gobiusculus flavescens,
Pélabon y cols. 2005; trucha arcoiris Onchorynchus mykiss, Rushbrook y Barber 2006; pez
cola de espada Xiphophorus helleri, Avila y cols. 2011; guppy Poecilia reticulata (Houde y
Torio (1992). El parasitismo también puede afectar la frecuencia de la copula de los
machos (Lopez 1998, Barber y cols. 2000), como sucede en invertebrados, cuyo tiempo de
inversion en el apareamiento disminuye (Rantala y cols. 2000).

Ademas de estos costos, el parasitismo puede afectar las redes sociales entre
conespecificos en una poblacion (Johnson y cols. 2011). Una disyuntiva que los
organismos enfrentan es el contagio de parasitos cuando interactlan sexualmente, porque,
aunque estas interacciones dan beneficios como la evaluacion de las parejas de

apareamiento y la fertilizacion, cada uno de estos encuentros implica un riesgo potencial de



contagio de parasitos. Las hembras ganan beneficios directos por aparearse con machos
libres de paréasitos (Freeland 1986, Borgia y Collis 1989, Hillgarth 1990, Clayton 1991),
pues evitan ser contagiadas, es por ello que ha evolucionado la discriminacion de parejas
sanas durante la eleccion de pareja, como por ejemplo en el gallo bankiva (Gallus gallus),
cuyas hembras sanas evitan a machos parasitados con Ascaridia galli y prefieren aparearse
con machos sanos (Zuk y cols. 1998). Ademas, aparearse con machos sanos trae otros
beneficios, ya que los machos libres de infeccion proveen mas recursos y cuidado parental
0 cuidados a su pareja de mejor manera que machos enfermos (Hamilton 1990, Milinski
1990). Las hembras también pueden obtener beneficios indirectos porque los genes de
resistencia son seleccionados para la descendencia (Hamilton y Zuk 1982).

La transmision de parasitos de un hospedero a otro individuo determina el éxito
evolutivo de los patégenos (Lipsitch y Moxon 1997). El proceso de transmision depende de
muchos factores como la interaccidon entre conespecificos (transmisién dependiente de
frecuencia; McCallum y cols. 2017, Johnson y cols. 2011), y la densidad poblacional
(transmision dependiente de densidad; Anderson y May 1982). Aunado a esto, la
transmision a nuevos hospederos dependera de las caracteristicas del hospedero, como su
carga parasitaria, su capacidad inmune y con ello la resistencia al parasito, asi como su
experiencia previa al parasitismo (Madhavi y Anderson 1985, Matthews y cols. 1997,
Cobbold y cols. 2007, Stein 2011, Aiello y cols. 2016, Stephenson y cols. 2016). Por
ejemplo, individuos del crustaceo Daphnia magna que nunca han sido expuestos al parasito
microsporidio Glugoides intestinalis son mas susceptibles de parasitarse en comparacion
con hospederos previamente expuestos (Ebert 1994, Ebert y Mangin 1997), mientras que
ratones de laboratorio son parasitados en un periodo de tiempo menor con Plasmodium
chabaudi cuando no habian sido expuestos previamente, en comparacion con sus hermanos
previamente parasitados (Mackinnon y Read 1999). De manera similar, el tiempo de
interaccién con un individuo parasitado es un factor a considerar en la transmision de
parasitos, ya que a mayor tiempo de interaccion mayor serd la probabilidad de infeccion
(Aiello y cols. 2016). Finalmente, los rasgos del mismo parasito influyen su transmision de
un hospedero a otro, pues su virulencia (capacidad de dafiar al hospedero) afectara la
transmision; ademas, los parasitos externos o ectoparasitos pueden ser transmitidos con

mayor facilidad a través de las interacciones como el apareamiento, debido a su alta



facilidad de pasar de un hospedero a otro en un periodo relativamente corto de tiempo
(Hillgarth 1990).

En el presente estudio, se evalué cémo el parasitismo afecta la calidad espermética y el
comportamiento sexual de guppies machos (Poecilia reticulata). Tradicionalmente, al
estudiar la interaccion entre seleccion sexual y parasitismo en machos, se ha estudiado
como se modifica un rasgo precopulatorio ante una infeccion parasitaria; pero poco se
conoce del efecto sobre rasgos postcopulatorios de los machos, y en pocas ocasiones se ha
estudiado el efecto del parasitismo sobre mas de un rasgo en los machos, por ello la
importancia de evaluar simultdneamente en cada macho rasgos precopulatorios (e.g. el
comportamiento) y rasgos postcopulatorios (e.g. la calidad espermatica).

Por otro lado, también evaluamos la relacion entre el comportamiento sexual de
machos y la transmision de parasitos de machos parasitados a hembras sanas, ya que se
desconocen los factores particulares que favorecen la transmision del parésito a un
hospedero nuevo en esta especie y en peces en general. La transmision de parasitos entre
conespecificos puede generar conflicto sexual, que es la diferencia de los intereses
evolutivos de ambos sexos (Parker y cols. 2013), ya que, Si un sexo esté parasitado y tiene
preferencias especificas, generard mayor riesgo de contagio a los individuos mas atractivos
causandoles costos, por lo que estudiar la transmision de parasitos de machos a hembras
nos permitira entender los patrones y procesos mas especificos del contagio y estudiar el
potencial del conflicto sexual en esta especie.

En conjunto, las dos preguntas de interés del presente proyecto, como el parasitismo
afecta a los machos y cdmo se transmite el parasito de machos infectados a hembras sanas,
no solo aportaran conocimiento novedoso e interesante acerca de la interaccién entre el
parésito Gyrodactylus y el pez guppy, también complementaran eslabones de conocimiento
necesarios para entender la interaccion entre parasitismo y seleccion sexual en machos,

tomando en cuenta la Teoria de historia de vida.



2. ANTECEDENTES

La seleccion sexual explica la variacion fenotipica influenciada por las estrategias
particulares de ambos sexos en la competencia para obtener éxito de apareamiento y éxito
reproductivo (Darwin 1871). La seleccién sexual opera por medio de dos mecanismos: 1)
En la seleccidn intrasexual, los individuos del mismo sexo compiten por acceso al sexo
opuesto, por ejemplo, mediante peleas, en la busqueda de parejas, o mediante la exhibicion
de ornamentos que evalua el sexo opuesto (Mgller 1990, Andersson 1994). 2) La seleccién
intersexual se da entre individuos de diferente sexo por medio de la eleccion de pareja, en
donde los individuos seleccionan entre las parejas potenciales con quién copular (Fisher
1930, Andersson 2006). Este proyecto se enfocd solo a la seleccion intersexual.

La eleccion de pareja de apareamiento proporciona beneficios directos como
proteccidn, territorio, alimento o cuidado parental, y beneficios indirectos, como la herencia
que tendran las crias (Andersson 2006). Las hembras evaltan en los machos diferentes
rasgos que les indican su calidad, por ejemplo, su condicion corporal (Nicoletto 1991 y
1993, Santiago- Moreno y cols. 2010), la calidad del cortejo (Kennedy y cols. 1987,
Kodrick-Brown 1985), o la calidad de la coloracion (Hill 1990, Ligon y cols. 1990,
Milinski y Bakker 1990). Estos rasgos funcionan como sefiales honestas en la hipétesis de
los buenos genes, que asume que la reproduccién con machos de alta calidad que son
resistentes a patdgenos beneficia indirectamente a las hembras a través de la herencia de
dicha resistencia a su descendencia (Fisher 1930). Hamilton y Zuk (1982) evidenciaron que
los rasgos vistosos en machos revelan informacion importante a las hembras acerca de la
resistencia a parasitos, ya que dicha presion selectiva funge como mediador en la calidad de
la expresion de dichos rasgos.

La seleccion sexual también ocurre después de la copula, por ejemplo, en la
competencia espermatica, que ocurre cuando los espermas de diferentes machos compiten
por fertilizar los gametos de las hembras cuando estas se aparean maltiples veces (Parker y
cols. 1998, Birkhead y cols. 1993, Slatyer y cols. 2012). Asi, los organismos deben poseer
esperma de buena calidad para poder tener éxito en la fertilizacién. La competencia
espermatica selecciona rasgos que influyen en la competencia y éxito reproductivo,
Ilamados conjuntamente calidad espermatica, como la masa gonadal, la cantidad de
eyaculado, la velocidad y la morfologia espermatica (Parker 1970). Por ejemplo, flagelos



mas largos para nadar mas rapido y asi fecundar al 6vulo antes que otros espermatozoides
(Barber y cols. 2000, Boschetto y cols. 2011).

Actualmente la calidad espermatica se considera un rasgo costoso de producir y
mantener (Van Voorhies 1992, Olsson y cols. 1997, Paukku y Kotiaho 2005, Losdat y cols.
2011, Simmons 2011, Dowling y Simmons 2012), y se ha observado que incluso puede
haber una relacion negativa entre un incremento en la produccién de esperma (numero) y
una disminucion del tiempo de vida de los machos (Hunt y cols. 2004, Malo y cols. 2005).
Dado que el sistema inmune reconoce las células espermaticas como foraneas, quedan
expuestas a ataques de patdgenos principalmente a nivel de testiculo y epididimo (Friberg
1982, Hogarth 1982, Roitt y cols. 1993; Hipdtesis del handicap inmunocompetente, Folstad
y Karter 1992), durante la espermatogénesis (Hillgarth y cols. 1990, Liljedal y cols. 1999,
Hosken y O’Shea 2001), por lo que deben ser protegidas mediante la inmunosupresion
(Meinhard y Hedger 2011). La espermatogenesis es la etapa en la que las células
totipotenciales llamadas espermatogonias se desarrollan en células haploides especializadas
Ilamadas espermatidas, y, mediante procesos de proliferacion, division celular meidtica y
posterior evento de liberacion de los espermatozoides por los testiculos, su transito a través
de los conductos eferentes testiculares y el transporte de los mismos a través del sistema
urinario, se desarrollan en células especializadas llamadas espermatozoides, que son
capaces de fertilizar el 6vulo y generar descendencia (Zini y Agarwal 2011). Asi, ante la
disyuntiva entre el mantenimiento del sistema inmune y la optimizacién de la calidad
espermatica se esperaria que machos resistentes a parasitos destinen mas recursos al
mantenimiento de la calidad espermética que machos a los que el parasitismo ataca
fuertemente.

Las hembras reciben informacion sobre la calidad espermética a través de sefiales
como los ornamentos en los machos (Able 1996, Blount y cols. 2003, Andersson 2006,
Locatello y cols. 2006, Velando y cols. 2008, Liljedal y cols. 1999, Kortet y cols. 2010,
Pitcher y cols. 2003). Por ello, los machos que consigan una mayor calidad en la expresion
de sus rasgos, y al mismo tiempo mantengan la calidad de esperma combatiendo agentes
degradantes, como el estrés oxidativo generado por patdgenos, tendran mayor éxito de
apareamiento (Peters y cols. 2004, Helfenstein y cols. 2010). Especies con coloracion

conspicua se enfrentan a la disyuntiva de asignar pigmentos carotenoides al mantenimiento



de la coloracion o asignarlos para evitar el estrés oxidativo que afecta el desarrollo y
funcionamiento del esperma (Peters y cols. 2004, Velando y cols. 2008).

En guppies, se ha estudiado extensivamente la calidad espermatica, ya que es una especie
que experimenta fuerte competencia espermatica, y consecuentemente, los machos son
capaces de evaluar el riesgo de competencia y modificar sus estrategias reproductivas
(Pilastro y Bisazza 1999, Pilastro y cols. 2002, Evans y Pilastro 2011, Gasparini y cols.
2014).

Ademas, se ha puesto a prueba la interaccion entre los rasgos pre y postcopulatorios
cuando los machos estdn expuestos a una dieta de baja calidad (Devigili y cols. 2015,
Rahman y cols. 2013), Devigili y cols. (2015) estudiaron el comportamiento sexual, la
coloracion y la calidad espermatica (medida solamente como viabilidad) en dos grupos de
guppies machos sometidos a distintas dietas, encontrando que los machos con alimento
restringido tienen una disminucion en la calidad de la expresion de rasgos pre
(comportamiento y coloracion) y postcopulatorios (viabilidad espermatica), comparados
con machos mejor alimentados; ademas, en segundo lugar existe una relacidn positiva entre
la frecuencia de cortejo y el nimero de espermatozoides producido, mostrando una
disyuntiva entre rasgos pre y postcopulatorios (Devigili y cols. 2015).Este resultado fue
consistente con lo encontrado por Rahman y cols. (2013), quienes manipularon dos niveles
de calidad y la cantidad de carotenoides en la dieta de guppies machos y encontraron,
ademas de los resultados mencionados en rasgos pre y postcopulatorios por Devigili y cols.
(2015), una reduccion en la velocidad y la movilidad de los espermatozoides de los machos
con baja calidad de dieta.

Sin embargo, a pesar del amplio interés en entender las variables que afectan la calidad
espermatica en guppies, sorprendentemente aln no se conoce como el parasitismo afecta a
la calidad espermatica, una caracteristica post copulatoria. Se esperaria que las
caracteristicas precopulatorias sufran mayor fuerza de seleccion, ya que si estas son de baja
calidad el macho disminuiria su éxito de apareamiento. Si el macho invierte mas en
caracteristicas post copulatorias, pero no logra aparearse, esta inversion seria improductiva
ya que mantener una buena calidad espermatica sin lograr apareamientos seria un costo
muy grande sin obtener ningln beneficio, pues para que la calidad espermatica tenga

efectos en la adecuacion del macho, primero debe lograr la copula. Aln no hay datos



suficientes que permitan entender la relacion entre parasitismo y estos dos niveles de
seleccidn sexual, pre y postcopulatorios.

Ademaés, son pocos los estudios que han estudiado los efectos del parasitismo sobre la
calidad espermatica. En peces Phoxinus phoxinus existe un efecto del parasito Anodonta
anatina en la movilidad de los espermatozoides, pero no sobre las estructuras sexuales de
los machos, unos tubérculos en la parte superior de la cabeza, lo que sugiere que la
presencia de parasitos conlleva a una asignacién mayor de recursos a mantener los rasgos
precopulatorios a fin de incrementar su probabilidad de reproduccion (Kekélé&inen y cols.
2014). Sin embargo, la movilidad fue el Gnico pardmetro medido en este estudio, por lo que
no se sabe si el parasitismo afecta otros aspectos de la calidad espermatica.

En truchas del artico, Salvelinus alpinus, la intensidad de la carga parasitaria se
correlaciond negativamente con la velocidad de los espermatozoides, pero positivamente
con la masa gonadal, aunque nuevamente otros aspectos de la calidad espermética no
fueron medidos (Liljedal y cols. 1999). Sin embargo, en el rutilo Rutilus rutilus L., no se
encontraron efectos negativos del parasitismo sobre la calidad espermaética, medida como
movilidad y velocidad, cuando los machos fueron parasitados con endoparasitos
Myxolobius miilleri (Kortet y cols. 2010).

Se ha puesto a prueba el efecto del parasitismo sobre la calidad espermatica con un
enfoque reproductivo y veterinario en cabras Capra pyrenaica (Santiago-Moreno y cols.
2010), o con un enfoque ecoldgico y de conservacion en murciélagos Chalinolobus morio
(Hosken y O’Shea 2001). Ambos estudios registraron un efecto negativo del nimero de
parasitos sobre la calidad espermatica medida como velocidad y movilidad espermatica. En
humanos, el dafio espermatico se ha observado como un dafio colateral producido por dafio
sistémico en las gonadas y otros érganos reproductivos; las infecciones recurrentes de
protozoarios parasitos como Trichomonas vaginalis y Toxoplasma gondii producen
astenozoospermia y teratozoospermia, alteraciones en la movilidad y morfologia de los
espermatozoides respectivamente (revisado de Shiadeh y cols. 2016).

En el presente proyecto, se utilizd a uno de los parasitos mas comunes del guppy,
Gyrodactylus sp., para estudiar su efecto en rasgos pre y poscopulatorios de machos. Este
género de paréasitos causa la mortalidad de su hospedero del 60-80% en poblaciones
silvestres, con tiempos de parasitacion promedio de 15 dias, y las cargas parasitarias

promedio son de 5 a 10 paréasitos por individuo (Kennedy y cols. 1987; Milinski y Bakker



1990, Mgller 1990, Burley y cols. 1991, Johnson y Boyce 1991, Houde y Torio 1992;
Lopez 1998). Gyrodactylus causa efectos negativos considerables sobre los guppies: el
incremento en la carga parasitaria afecta la condicion corporal (Kennedy y cols. 1987,
Dargent y cols. 2013), reduce la calidad del forrajeo y la eficiencia del nado, por lo que los
guppies parasitados invierten mas tiempo en conseguir alimento y no discriminan en la
calidad de este (Cable y cols. 2002, Kolluru 2006 y 2008), y prefieren corrientes con menor
velocidad porque tienden a fatigarse mas rapido que peces sanos (Richards y Chubb 1996,
Van QOosterhout 2003, Hockley y cols. 2014). Por otro lado, este ectoparasito inhibe la
eleccion de pareja de las hembras, ya que al estar parasitadas tienden a reducir la
preferencia por los machos maés coloridos, en comparacién con hembras sanas que si son
selectivas (Lopez 1998).

Principalmente, con este parasito se han investigado en maltiples ocasiones sus efectos
negativos sobre ornamentos de los guppies machos (Kennedy y cols. 1987; Milinski y
Bakker 1990, Mgller 1990, Burley y cols. 1991, Johnson y Boyce 1991, Houde y Torio
1992; Lopez 1998). Gyrodactylus reduce la intensidad del brillo y la cromaticidad de la
coloraciéon de los machos (Houde y Torio 1992, Kodric-Brown 1989, Kennedy y cols.
1987). También se ha observado efecto en el comportamiento sexual, ya que los machos
parasitados con G. turnbulli realizan menos cortejo que machos sanos (Houde y Torio
1992, Lyles 1990, Scott y Nokes 1984). EI comportamiento social también resulta afectado,
pues los machos parasitados se aislan con mayor frecuencia que machos sanos,
incrementando su riesgo de depredacion (Harris y cols. 2000, Bakke y cols. 2007,
Stephenson y cols. 2015). Sin embargo, al igual que la calidad espermatica, hasta el
momento se desconoce como Gyrodactylus afecta a la eleccion de pareja en guppies
machos.

Con respecto a las causas de la transmision de Gyrodactylus entre conespecificos, se
sabe que el comportamiento social favorece la trasmision de parasitos entre las hembras
guppies en poblaciones silvestres, ya que hay una relacion positiva entre la tasa de
interaccion entre subpoblaciones dentro de un mismo habitat y la carga parasitaria de G.
turnbulli (Van Oosterhoout y cols. 2007). Asimismo, existe una relacion significativa entre
el sexo, la sociabilidad y la transmision de Gyrodactylus, siendo las hembras sociables las
mas susceptibles a parasitarse (Cable y cols. 2002, King y Cable 2007, Van Oosterhoout y
cols. 2007, Hockley y cols. 2014).



El Unico registro de la transmision de parasitos entre diferentes sexos en guppies fue
una observacion informal cualitativa realizada por Houde y Torio (1992), en la que se
observaron cargas de G. turnbulli en hembras expuestas previamente a machos parasitados
durante pruebas de comportamiento sexual en condiciones de laboratorio, por lo que ain no
se ha puesto a prueba de forma empirica la transmision de parasitos entre sexos durante
interacciones sexuales como el cortejo o la cépula, y si esto ocurriera, qué aspectos
determinan una transmision exitosa del parasito entre sexos.

En otras especies se ha registrado transmision de parésitos durante interacciones
sexuales. En abejas meliferas Apis mellifera, durante la copula se llegan a transmitir
parasitos microsporidios Nosema de machos parasitados a hembras sanas a traves del
semen (Roberts y cols. 2015). Asimismo, las hembras del faisan comun Phasianus
colchicus llegan a transmitir ectoparasitos, como Menopon sp. y Gniodes sp., a machos no
parasitados en un periodo corto (<2 s), y con un numero de interacciones mayor
comparados con machos parasitados (Hillgarth 1990). En resumen, las interacciones
sexuales incluyendo la copula, son eventos potenciales de contagio de parasitos con
implicaciones importantes para la relacién parésito-hospedero y, sobre todo, para las

presiones de seleccion que operan entre los sexos.
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3. JUSTIFICACION

Implicaciones cientificas

El guppy representa un modelo idoneo para estudiar la relacién entre parasitismo y
seleccion sexual en machos, ya que conocemos muchos de los efectos del parasitismo sobre
la biologia de este pez. En este trabajo se respondieron dos preguntas originales de
investigacion: 1) ¢Como el parasitismo afecta la calidad espermatica y el comportamiento
sexual en guppies machos? y 2) ¢(Como la preferencia de apareamiento de los machos
afecta la transmision del ectoparésito Gyrodactylus de machos parasitados a hembras
sanas?

Con respecto a la primera pregunta, la mayoria de las veces en las que se ha
relacionado al parasitismo con la seleccién sexual en machos, se han estudiado rasgos
precopulatorios. Particularmente, en guppies todos los efectos del parasitismo sobre rasgos
sexuales en machos, se han estudiado a nivel precopulatorio (e.g. calidad de la coloracion y
del cortejo). A pesar de ser un modelo muy estudiado en seleccion sexual, y en particular en
competencia espermatica, este es el primer estudio que aporta evidencia de los efectos del
parasitismo sobre la calidad espermatica de los guppies. Como la seleccion sexual también
ocurre después del apareamiento, y en los machos estas presiones selectivas estan
relacionadas con la calidad espermatica, nuestros resultados son un gran aporte no solo para
esta especie, sino para complementar lo que ya se conoce en otros vertebrados. En resumen,
nuestro estudio evalué simultdneamente los efectos del parasitismo sobre dos niveles
selectivos, ya que estudiamos el comportamiento sexual y la calidad espermatica, aportando
informacion fundamental para que en el futuro podamos comprender de mejor forma las
disyuntivas gque se generan entre estos dos niveles de la seleccion sexual.

Con respecto a la segunda pregunta de investigacion, acerca de la transmisién de
parésitos de machos parasitados a hembras sanas, es importante estudiar la transmision de
Gyrodactylus porque a pesar de ser uno de los parasitos mas comunes y mas nocivos de los
guppies, poco conocemos de los factores que favorecen transmisién de un individuo a otro,
sobre todo en un contexto sexual. Los guppies muestran un sistema de apareamiento
promiscuo, en el que los machos interactian sexualmente con diferentes hembras y

viceversa.
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Las hembras tienden a formar redes sociales mas estables que los machos, mientras que
estos visitan diferentes grupos de peces en la misma poblacion (Croft y cols. 2004), por lo
que un macho parasitado podria infectar diferentes hembras en un tiempo relativamente
corto. Las hembras grandes son mas preferidas, lo que podria generarles mayor
probabilidad de contagio. De hecho, las hembras parecen evitar a machos parasitados
(Lépez 1998), pero como los guppies machos pueden forzar la copula, un macho parasitado
podria acercarse con insistencia a una hembra a pesar de que ésta no esté interesada en ese
macho. Anteriormente se ha evaluado el efecto del parasitismo sobre el comportamiento
sexual para evidenciar la eleccion de pareja en favor de individuos sanos y en contra de
individuos parasitados (Able 1996, Johnson y cols. 2011, Simmons 2011, Raberg y cols.
2007). Sin embargo, desconocemos cémo las preferencias de apareamiento de un sexo,
afectan la adecuacion en el otro sexo, por lo que los resultados que obtuvimos en este
proyecto ayudaran a la comprension del conflicto sexual que podria surgir de la transmision
de parésitos entre individuos de diferente sexo cuando interactlan sexualmente. Ademas,
aportamos registros de los factores principales que favorecen la transmision de
Gyrodactylus de machos parasitados a hembras sanas, datos que abren una amplia
posibilidad de estudio en el futuro.

Implicaciones socio-econémicas

Se calcula que la industria de la acuariofilia genera ganancias cercanas a los 300 millones
de dolares con una tasa de crecimiento anual del 14%, por ejemplo, un kilogramo de peces
de arrecife destinado para los acuarios puede alcanzar un precio de mercado de 500 a 1800
délares, mientras que un kilogramo de peces marinos destinado para el consumo humano
puede oscilar entre 6 y 16.5 ddlares (Lango Reynoso y cols. 2012).

En peces dulceacuicolas, mas del 90% son producidos en granjas (Lango Reynoso y
cols. 2012), siendo la familia Poeciilidae una de las mas populares en acuacultura. Las
especies de esta familia tienen un potencial para mantenerse en acuario debido a sus colores
brillantes, comportamiento pacifico, facil domesticacion y adaptacion al alimento comercial
(Scott 1987). En este sentido, el presente estudio pretende aportar fundamentos para

entender el efecto de uno de los parasitos mas importantes en acuacultura, el ectoparasito
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Gyrodactylus, sobre uno de los peces dulceacuicolas de ornato méas populares no solo en el
comercio sino también en la ciencia.

En conjunto, las dos preguntas que se abordan en esta tesis permitieron, en primer
lugar, evaluar y comparar dos caracteristicas sexuales en machos parasitados y no
parasitados, lo que genera una visién mas integral de los efectos que el parasitismo sobre
sus hospederos, aportando conocimiento novedoso y valioso para complementar la Teoria
de Historia de Vida. Por otro lado, generd conocimiento sobre cdmo los parasitos se
transmiten entre conespecificos, y particularmente entre sexos diferentes durante

interacciones sexuales.
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4. HIPOTESIS, PREDICCIONES Y OBJETIVOS

Pregunta de investigacion I: ¢ Cémo el parasitismo afecta el comportamiento sexual y la

calidad espermatica en guppies machos?

4.1. Hipotesis (1)

El parasitismo genera costos que limitan la expresion del fenotipo de los machos
comprometiendo en consecuencia su adecuacion, por lo tanto, el ectoparasito Gyrodactylus

tendria un efecto negativo a nivel pre y postcopulatorio.

4.2. Predicciones (1)

e Los machos parasitados disminuiran la frecuencia y la duracion de diferentes
comportamientos sexuales con las hembras, en comparacion con machos sanos.

e Los machos parasitados tendran menor calidad espermatica (i.e. menor nimero de
paquetes espermaticos, concentracion de espermatozoides, viabilidad, movilidad y
numero de espermatozoides con morfologia normal), en comparacion con la calidad
espermatica de machos sanos.

e Los machos parasitados tendran menor calidad espermatica (i.e. menor nimero de
paquetes espermaticos, concentracion de espermatozoides, viabilidad, movilidad y
nimero de espermatozoides con morfologia normal), en comparacion con esos

machos cuando eran sanos.

4.3.0bjetivo general (1)

Evaluar el efecto del parésito Gyrodactylus sobre el comportamiento sexual y la calidad

espermatica de guppies machos.

4.4.0bjetivos particulares (1)

e Evaluar si el parasitismo reduce el comportamiento sexual en guppies machos
(latencia al comportamiento, esfuerzo de apareamiento, balanceos del gonopodio,
mordidas, tiempo de seguimiento  a la hembra y eleccion de pareja).
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e Evaluar si el parasitismo reduce la calidad espermatica en guppies machos (nimero
de paquetes espermaéticos, concentracion, movilidad, viabilidad, velocidad y

morfologia).

Pregunta de investigacion I1: ;Cudl es la relacion entre el comportamiento sexual de los

machos y la transmision de Gyrodactylus de machos parasitados a hembras sanas?

4.5.Hipotesis (11)

La transmision de ectoparésitos de un hospedero a otro depende de la cercania fisica entre
ambos, como ocurre durante el apareamiento. Por lo tanto, se espera que el comportamiento
sexual tenga una relacion con la transmision de parasitos entre machos y hembras guppies.
En consecuencia, las preferencias de apareamiento durante la eleccion de pareja de un

macho aumentaran la probabilidad de transmision del paréasito al tipo de hembra preferida.

4.6.Prediccion (11)

A comportamiento sexual que una hembra reciba, mayor sera la carga parasitaria con la que
esta hembra serd infectada. Dado que en condiciones normales los machos tienden a
preferir hembras mas grandes, la carga parasitaria sera mayor en hembras grandes en

comparacion de hembras chicas después de la interaccion con un macho guppy parasitado.

4.7.0bjetivo general (1)

Evaluar si la eleccion de pareja de los machos esta relacionada con la transmision del
parésito Gyrodactylus entre machos parasitados y hembras sanas guppies.

4.8.0bjetivos particulares (11)

e Cuantificar el comportamiento sexual (i.e. la frecuencia y la duracion de cortejos, la
frecuencia de las copulas forzadas, la frecuencia de los balanceos de gonopodio, el
tiempo cerca de la hembra y el tiempo de seguimiento a la hembra) que los machos
parasitados realizan a hembras sanas de diferente tamafio (i.e. hembras grandes y

chicas).
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e Cuantificar el numero de parésitos en hembras grandes y pequefias, posterior al
contacto con machos parasitados.

e Evaluar si existe una relacion entre los comportamientos sexuales que las hembras
reciben de machos parasitados, y la carga parasitaria de ellas posterior al contacto
con dichos machos.

16



5. METODOLOGIA

5.1. Paoblaciones de estudio

Los guppies (Poecilia reticulata) son una especie de peces dulceacuicolas tropicales con
fecundacidn interna, sistema de apareamiento promiscuo, sin cuidado parental y con alta
competencia espermatica (Houde 1997; Figura 1A). En estado silvestre viven en promedio
dos afos, alcanzando su madurez sexual a las cinco semanas, dependiendo de la poblacion
de estudio (Houde 1997). Poseen alto dimorfismo sexual, con machos mas pequefios
(Longitud estandar (LE): 1.5-2.5 cm) que las hembras (LE: 2.5-4.5 cm); Houde 1997). El
desarrollo embrionario es de aproximadamente un mes y las hembras pueden llegar a parir
hasta 20 crias (Houde 1997).
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Figura 1. A: Macho guppy (Poecilia reticulata). B: Micrografia dptica donde se observa un parasito Gyrodactylus
gravido mostrando los ganchos de la cria en su Utero (aumento de 5x).

Los machos tienen un gonopodio o aleta anal modificada para la transferencia de
esperma (ver Rodd y Sokolowski 1995). Otra diferencia entre los sexos es que los machos
presentan coloracién naranja compuesta por pigmentos carotenoides y drosopterinas que
obtienen de la dieta, y otros tipos de coloracion como iridiscente y negra, las cuales se
heredan a través del cromosoma “Y” (Magurran 2005). Las hembras tienen pigmentacion
oscura en el area del gonoporo que se encuentra en la base de la aleta anal (Houde 1997,
Stephenson y cols. 2016).

Los machos exhiben dos tacticas de apareamiento, el cortejo y la copula forzada. El
cortejo ocurre frente a la hembra, se trata de un despliegue donde el cuerpo toma la forma
de S, por lo que se denomina sigmoide, donde el macho extiende las aletas al realizar
movimientos vibratorios con su cuerpo (Houde 1997; Figura 2A). La cépula forzada es una

tactica de inseminacidn sin consentimiento aparente de la hembra, que consiste en el intento
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del macho de introducir su gonopodio en el gonoporo de la hembra sin cortejo previo
(Figura 2B).
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Figura 2. A. Esquema del comportamiento de cortejo. El macho (blanco) se coloca en frente o a un costado de la hembra
(gris) y ejecuta el despliegue sigmoide cerca de ella, para después rodearla e intentar copular con ella o alejarse. B.
Esquema del comportamiento de intento de cdpula forzada, donde el macho intenta por un costado de la hembra introducir
su gonopodio en el gonoporo sin previo cortejo. Modificado de Houde (1997).

Para este experimento, se colectaron machos y hembras guppies silvestres (n~360) de
un estanque ubicado en la localidad de Tehuixtla, estado de Morelos, con presencia de
seleccion natural y sexual, ya que los peces experimentan depredacion, forrajeo natural,
competencia interespecifica y eleccion de pareja. Posteriormente fueron trasladados al
Laboratorio de Ecologia Evolutiva de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla
(BUAP) en diciembre de 2015. Los peces se colocaron en cuatro tanques de 120 L
equipados con grava, flujo de aire y temperatura del agua constante (24 + 1 °C), bajo un
régimen de luz-obscuridad de 12:12 h y alimentados con hojuelas comerciales dos veces al
dia (Figura 3).

Cada dos semanas se realizé limpieza de la superficie y semanalmente cambio de un
tercio de agua para mantener en 6ptimas condiciones el medio para los peces y lograr su
aclimatacién. Todos los peces utilizados en el proyecto fueron sexualmente maduros, sin
previa experiencia en otros experimentos y desparasitados antes del experimento, ademas
de que no se encontro presencia de Gyrodactylus inicialmente. Las hembras que se usaron
no eran receptivas y no estaban familiarizadas con los machos, lo que ayudo a estandarizar

la respuesta de las hembras a los machos experimentales (Guevara-Fiore y cols. 2010).
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Figura 3. Tanques de la poblacién de guppies en el laboratorio.

Diez dias después de la colecta, se seleccion6 una muestra (n= 60) para su revision
bajo anestesia en microscopio Optico a 5x, con el fin de buscar pardsitos externos e
internos, en la cual no se observé presencia de Gyrodactylus. La anestesia en este
procedimiento, y en los subsecuentes, consistio en una disolucion de aceite de clavo
(Eugenia caryophyllus, 20 mg/L) y alcohol en proporcion 1 a 9 aforada a 1L de agua a 10
°C; esta practica no resulta nociva para los guppies (Perdikaris y cols. 2010) o los parasitos
(Sutili y cols. 2014).

Se observo presencia de protozoarios endoparasitos en el 99% de las muestras
revisadas a través de la diseccion de peces que no sobrevivieron al traslado, por lo que toda
la poblacion fue desparasitada usando WormKrush®© para endoparéasitos (Levamisol 99%,
Subquaria®), y para ectoparasitos Tetra ParasiteGuard© (Praziquantiel, Diflubenzuron,
Metronidazol, Acriflavina, Tetra®). No se observo mortalidad durante el proceso de
desparasitacion.

El parasito méas estudiado y mas prevalente en el guppy es Gyrodactylus sp. (Figura
1B), un género de ectoparasitos monogéneos multicelulares (Lyles 1990, VVan Oosterhout y
cols. 2007, Stephenson y cols. 2015) de tamafio pequefio (~200 um) y con ciclo directo (
i.e. sin hospederos intermediarios) (Bakke y cols. 2007), que cuenta con aproximadamente
400 especies descritas en peces teledsteos (Harris y cols. 2000), de los cuales 11 ocurren en
poecilidos (Garcia-Vazquez y cols. 2015) y tres especies (G. turnbulli, G. bullatrudis y una
criptica) en guppies (Xavier y cols. 2015). Estos parasitos son viviparos hermafroditas con
reproduccion asexual (Cable y cols. 2002, King y Cable 2007). Exhiben progénesis extrema

(madurez sexual antes de alcanzar la adultez), donde un parasito puede desarrollar en su
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utero hasta tres generaciones viables, una dentro de la otra (Cable y cols. 2002, Bakke y
cols. 2007). Este proceso se lleva a cabo en un tiempo corto (24 a 36 h) y puede resultar en
un crecimiento explosivo de las poblaciones de parasitos (Cable y cols. 2002 lo que
potencialmente causa tasas de mortalidad del 75% de los guppies en condiciones silvestres
(Van Oosterhout y cols. 2007).

En México, se ha documentado la ocurrencia de G. salmonis en trucha Oncorhynchus
mykiss (Rubio-Godoy y cols. 2012), de G. pakan y G. teken en el tetra Astyanax aeneus
(Razo-Mendivil y cols. 2014), asi como la descripcién de dos especies nuevas en
Xiphophorus hellerii (G. jarocho) y Heterandria bimaculata (G. xalapensis) (Rubio-Godoy
y cols. 2010). Tambien se ha documentado la descripcidon de ocho especies del género en
poecilidos, incluyendo P. reticulata, ademas de la revision y rectificacion de errores en la
descripcion de G. bullatarudis (Garcia-Vasquez y cols. 2015).

Gyrodactylus se adhiere a su hospedero mediante el prohaptor, una estructura
consistente en ganchos que se localizan en el extremo posterior de su cuerpo; asi se dafia la
superficie de la piel y principalmente en la aleta caudal, que es la zona que prefieren en
nuevos hospederos (Van Oosterhout y cols. 2003, Bakke y cols. 2007). Se alimentan del
epitelio y del moco que producen los hospederos, que es el producto de la activacién de la
defensa inmune primaria (Bakke y cols. 2007).

Este ectoparasito se transmite a través del contacto directo con peces parasitados tanto
Vivos como muertos, y su caracteristica reproduccion le permite un aumento subito de la
carga parasitaria, lo que permite la colonizacion de multiples zonas del hospedero en
periodos breves de tiempo y facilita la transmision exitosa a otros hospederos (Cable y cols.
2002, Johnson y cols. 2011). La transmision también depende de factores asociados a
caracteristicas de los hospederos como la experiencia de infecciones previas de los
hospederos (memoria inmunitaria), lo que incrementa la velocidad a la que Gyrodactylus se
disemina, incrementando su virulencia y su potencial epidémico (ver Stephenson y cols.
2016). Se ha observado de manera menos frecuente y poco documentada, que pueden
transmitirse a través de la pelicula de agua donde se fijan por periodos breves de tiempo
(ver Bakke y cols. 2007, Cable y van Oosterhout 2007).

Para este proyecto, el ectoparasito Gyrodactylus se obtuvo de poblaciones de peces
comerciales. Se obtuvieron cinco guppies domésticos obtenidos del acuario “Aquapets” del

estado de Tlaxcala, que fueron trasladados al Laboratorio de Ecologia Evolutiva BUAP en
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marzo de 2016. Se corrobord que se encontraban parasitados con Gyrodactylus (<10
parasitos) bajo anestesia en microscopio optico, y se colocaron en un tanque con alta
densidad de guppies (>40 en 40 L) en condiciones estandar, donde cada semana se
agregaron tres peces sin parasitos para mantener y aumentar la poblacion de Gyrodactylus
(ver Lyles 1990).

5.2. Disefio experimental

En el experimento se registrd el comportamiento y la calidad espermatica de machos
asignados a dos tratamientos, no parasitados y parasitados. En el tratamiento de machos no
parasitados, los machos se expusieron solamente a agua y fueron manipulados de manera
similar a los machos parasitados. En el tratamiento de machos parasitados, se expusieron a
agua méas Gyrodactylus. En las siguientes secciones se detalla cada una de las metodologias
utilizadas durante el disefio experimental. Para la medicion de la calidad espermaética se
utilizaron medidas repetidas, antes y después de aplicar el tratamiento, mientras que el
comportamiento sexual de los machos se midié una sola vez, después del tratamiento
(Figura 5).

El experimento comenz6 con la obtencion del peso (g) y la talla (cm) para el calculo
del indice de condicién corporal (K), y la busqueda de ectoparasitos de 64 guppies machos
seleccionados aleatoriamente de la poblacién. Los parésitos se buscaron con ayuda de un
microscopio optico Leica en aumento de 10x. Se corrobor6 que al inicio del experimento
los machos no tenian ectoparasitos. Los machos asignados a los tratamientos no mostraron
diferencias significativas con base en el indice de condicion corporal K (No parasitados:
0.0027 + 2.216™, Parasitados: 0.0025 + 2.216™%; t-test: t; 5= 1.79, P< 0.078).

Posteriormente, se aislaron a los machos bajo condiciones estdndar en grupos de cuatro
machos contenidos en un tanque de 15 L para su aclimatacion durante 7 dias para asegurar
la disponibilidad de su carga espermatica completa (ver Devigili y cols. 2012). Para
estimular la produccién espermatica (Bozynski y Liley 2003), los tanques de aislamiento
(32 x 15 x 27 cm) contaron con un contenedor de 7 x 7 x 25 cm transparente con orificios
(Figura 4A) en el cual se coloco un par de hembras guppies sexualmente maduras y no
receptivas, con las cuales los machos tuvieron intercambio de sefiales visuales y quimicas.

Los cuatro machos aislados difirieron en sus patrones de coloracion lo que nos permitié
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identificarlos posteriormente, y también con la ayuda de las fotografias que se obtuvieron

de cada uno.

Figura 4. Vista superior del tanque de aislamiento de machos con un compartimiento de aislamiento para hembras (a) y
un calentador (b).

Después del periodo de aclimatacion de siete dias, se obtuvo una muestra de esperma
de cada macho bajo anestesia para medir su calidad espermatica. Posteriormente, la mitad
de los machos se asignaron a cada uno de los dos tratamientos, parasitados y sanos sin
parésitos. A partir de este momento tuvimos dos grupos de machos, parasitados y no
parasitados (Figura 5). Veinticuatro horas después del tratamiento, se cuantificé el nimero
de parésitos presentes en cada uno de los machos y se llevaron a cabo las pruebas de
comportamiento sexual en las que un macho interactu6é con un par de hembras de distinto
tamafio (Figura 5). Para evaluar si el comportamiento sexual del macho tuvo alguna
relacién con la transmisién de Gyrodactylus de machos parasitados a hembras sanas, se
utilizaron solamente las hembras expuestas a machos del tratamiento experimental (ver
detalles més adelante).

A los 7 dias después de aplicar los tratamientos, se procedié a tomar la segunda
muestra de esperma en cada macho, siguiendo la misma metodologia que se utilizo en la
primera toma de muestra y también se llevd a cabo un segundo conteo de parasitos en los

machos (Figura 5).
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Figura 5. Diagrama que describe el disefio experimental. La medicion de la calidad espermética se realiz6 en antes y
después de la aplicacion del tratamiento (no parasitados o parasitados), mientras que la medicién del comportamiento
sexual y la cuantificacion de los parasitos transferidos de machos parasitados a hembras sanas se realizé una vez.

5.3. Parasitacion experimental

Los peces previamente parasitados, se anestesiaron y fueron observados bajo microscopio
optico. Se seleccionaron los peces que tuvieron mas de 10 parasitos (Stephenson y cols.
2015), y por medio de cepillado se separaron solamente dos parasitos. Los parasitos fueron
extraidos con pipetas de transferencia y se depositaron en recipientes de 10 ml donde se
colocd a un macho del tratamiento experimental para que se parasitara (Figura 6A). Esta

carga parasitaria se utiliz6 como carga inicial para los machos parasitados.
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Figura 6. A. Machos aislados individualmente para parasitacion experimental. B. Piel de un macho parasitado donde se
aprecian los dos Gyrodactylus (micrografia dptica en aumento 5Xx).

Posterior a un tiempo de exposicion a los parésitos de 10 = 3 min, los machos
expuestos al parasito se anestesiaron para confirmar que los dos parasitos estuvieran fijos a
los machos mediante su observacion con microscopio optico (Figura 6B). Los machos no
parasitados fueron tratados idénticamente, pero sin exponerlos a Gyrodactylus.

5.4. ; Como el parasitismo afecta el comportamiento sexual y la calidad espermatica en
guppies machos?

5.4.1. Evaluacion de la condicion corporal

El peso de cada macho se obtuvo con una balanza analitica Velab Laboratories y la
longitud estandar (LE, distancia en centimetros de la boca al pedinculo caudal) se obtuvo
con las fotografias digitales de cada macho con el programa ImageJ (v. 1.50i, descarga:
http://rsbweb.nih.gov/ij/). Para conocer la condicion corporal de los machos, se obtuvo la
relacién longitud-peso, la cual es una regresién potencial de la relacion entre dichas
variables.

Se utiliz6 la ecuacién: WT = a L° (ver Froese 2006), en donde WT es el peso total del
pez en gramos, a es una constante de regresion equivalente al factor de condicion (K), L es
la LE en centimetros y b es el coeficiente de crecimiento de la regresion. Con los valores de
ay b, se obtuvo el factor de condicion (K) por medio la ecuacion K= Wt * Lb (ver Froese
2006). Se calcul6 el indice K antes y a final del experimento para cerciorarnos de que no
cambiara durante el tiempo del experimento. Dado el poco tiempo de parasitismo que

evaluamos (7 dias) no esperabamos que este valor cambiara en nuestros machos.
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5.4.2. Pruebas de comportamiento sexual

Al dia siguiente del inicio de los tratamientos (Figura 5), se observé a cada macho con un
par de hembras de diferente tamafio durante 30 minutos en un tanque de 8 L (Figura 7)
donde interactuaron libremente. La hembra chica midié en promedio la misma longitud
estandar que el macho (LE: 1.240 + 0.09), y la hembra grande 5.5 mm maés grande que la
hembra chica (LE: 1.802 = 0.01). Se ha observado que los guppies machos tienden a
preferir hembras de mayor tamafio (Houde 1997, Herdman y cols. 2004). Todas las pruebas
de comportamiento se realizaron en el horario de 8:00 a 12:00 h, el intervalo de mayor
actividad sexual para los guppies (Houde 1997).

En todas las pruebas hubo un solo observador (Luis Enriqgue Mufioz Atonal), quien se
coloco detrés de una cortina color negro que permitia la observacion a través de un orificio
para no generar estrés a los peces. Los datos se colectaron utilizando el programa BORIS
(Friard y Gamba 2016).

Las pruebas comenzaron con la aclimatacién de las dos hembras durante 25 minutos en
el tanque de observacion. Posteriormente se colocd el macho y se inici6 la prueba donde se
registraron los siguientes comportamientos: 1) Latencia al primer comportamiento (tiempo
transcurrido entre el inicio de la prueba al registro del primer comportamiento sexual), 2)
Frecuencia de cortejo (nUmero de veces que un macho realiza un despliegue sigmoide), 3)
Frecuencia de intentos de copula forzada (nimero de intentos de intromisién del gonopodio
sin cortejo previo) 4) Frecuencia de balanceo de gonopodio (nimero de veces que el
gonopodio se movid), 5) Frecuencia de mordidas (numero de veces que los machos
colocaron su boca en el gonoporo de la hembra), 6) Tiempo cerca de la hembra (tiempo que
invierte el macho en colocarse a un cuerpo de distancia de la hembra). Liley (1966) realiza
una descripcion mas detallada del comportamiento sexual de los guppies.

Con los datos registrados se calcul6 tanto el esfuerzo de apareamiento como la eleccion

de pareja de los machos en ambos tratamientos de la siguiente forma:
1. Esfuerzo de apareamiento. Se sumaron las frecuencias de los comportamientos de

cortejo e intentos de copula forzada, lo que nos dio la actividad total realizada a

ambas hembras por cada macho durante las pruebas de comportamiento.
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2. Eleccion de pareja. Se tomd la diferencia de un comportamiento dirigido a la
hembra grande (G) menos el mismo comportamiento hacia la hembra chica (C). Si
la diferencia obtenida de un comportamiento (G-C) es igual a cero, la preferencia
del macho es igual para las dos hembras. Si la diferencia es mayor que cero la

preferencia esta dirigida hacia la hembra grande y si es menor que cero la eleccion

del macho es hacia la hembra chica.

e U,/ p——

Figura 7. Tanque de observacidn utilizado para las pruebas de comportamiento sexual de los guppies machos.

5.4.3. Evaluacién de la calidad espermética

Los machos anestesiados fueron colocados en una caja de Petri con solucion salina (NaCl
0.9 %) y se extrajo una muestra de esperma mediante dos ligeras presiones en el abdomen
de cada macho siguiendo la técnica de Matthews y cols. (1997) ampliamente utilizada en
otros estudios (Gasparini y cols. 2014, Devigili y cols. 2012 y 2015, Rahman y cols. 2013)
(Figura 8). Se colectaron 100 uL de la disolucién en tubos Eppendorf etiquetados con la
identidad de cada macho, con la cual se obtuvieron los parametros de viabilidad, movilidad,
velocidad, concentracién (células/pL) y morfologia espermatica, de los cuales se detallan
mas adelante.

Las medidas de calidad espermatica se realizaron bajo la supervision de la Dra.
Rosalina Reyes Luna, jefa del laboratorio de Biologia de la Reproduccién de la Facultad de

Ciencias Biologicas de la BUAP.
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Figura 8. Imagen donde se observa la extraccion de esperma de un guppy macho mediante presion abdominal.

5.4.3.1. Paquetes espermaticos

Se cuantificaron los paquetes espermaticos del total de la muestra de esperma obtenida de

cada macho utilizando un microscopio estereoscopico Velab laboratories (Figura 9).

Figura 9. Micrografia estereoscopica a 5x donde se observan los paquetes espermaticos en una de las muestras.

5.4.3.2. Concentracion espermatica

La concentracidn de la muestra obtenida nos permite saber el niUmero de espermatozoides
presentes en un pL y en el total en la muestra. La muestra de espermatozoides se
homogeniz6 previamente a la toma de la alicuota (100 pL) para realizar el conteo en una
camara de Neubauer (hemocritdmetro). Se tomaron 10 pL para llenar la camara y se dejo
reposar 5 minutos para dejar sedimentar las células. Los espermatozoides se contaron en los
25 cuadros de la cuadricula central de la cdmara bajo un microscopio Optico a 40x. Para
determinar el nimero de células por puL y por la muestra total, el nimero de células

contadas en los 25 cuadros se multiplicé por 10 000, que representa el volumen de la
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camara en cm®, y posteriormente se multiplicé por el volumen total de la muestra
(Mahmoud y cols. 1997, Brazil y cols. 2004).

5.4.3.3. Movilidad espermatica

La cuantificacion de la movilidad refleja la capacidad del espermatozoide para poder
desplazarse, lo que en condiciones naturales le permite al espermatozoide encontrar y
posteriormente penetrar el ovocito. Se obtuvo 10 pL de la disolucion y se afiadio una
solucién activadora de 150 mmol/L de Cloruro de Potasio (KCI) y 4 mg/mL de albdmina
suero fetal bovino (SFB) (Billard y Cosson 1992). Se tomaron 10 uL de la muestra recién
obtenida y homogeneizada a la que se le colocd un cubreobjetos para obtener una
distribucion uniforme de la muestra que se observd en aumento de 40x bajo microscopio
optico. Se realizé un conteo minimo de 200 espermatozoides en diferentes campos al azar,

y se registro el porcentaje de células mdviles e inmoviles (ver Cooper 2007).

5.4.3.4. Viabilidad espermatica

La viabilidad de los espermatozoides nos proporciona informacion sobre el nimero de
espermatozoides vivos. Se obtuvieron 20 paquetes espermaticos de cada muestra y se
depositaron en 50 pL de la solucion de NaCl 0.9% y se adicion6 50 pL de disolucion
Diacetato de Fluorosceina (FDA) y 10 pL de Yoduro de Propidio (IP). Posteriormente, la
muestra se agitd y en un portaobjetos se coloc6 10 uL y un cubreobjetos, y se observé
inmediatamente en un microscopio de fluorescencia Nikon Y-FL a 100x para obtener el
porcentaje de las células vivas y muertas en un minimo de 200 células en total, en
diferentes campos seleccionados al azar. Se reporté el porcentaje de células vivas y muertas
(Gasparini y cols. 2014; Figura 10).
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Figura 10. Micrografia optica de fluorescencia a 100x donde se muestran espermatozoides vivos (coloracion verde) y
muertos (coloracion roja).

5.4.3.5. Velocidad espermética

La velocidad es, en peces con fertilizacion interna, la capacidad de un espermatozoide de
recorrer en un tiempo determinado la distancia entre la zona del Gtero hasta el ovocito, y
similar a la movilidad, es un pardmetro de competitividad en guppies por alcanzar el éxito
de fertilizacion (ver Boschetto y cols. 2011). Se utiliz6 una camara iSight (apertura f/2.2,
chip CMOS, 10x, Apple Inc.) con la que se obtuvieron videos de los espermatozoides en
movimiento (5 segundos) utilizando un microscopio 6ptico de campo claro (Leica DME,
Leica Microscopies) a 40X, siguiendo el protocolo de Wilson-Leedy e Ingerman (2007)
(https://imagej.nih.gov/ij/plugins/docs/CASAinstructions.pdf).

Los videos en formato .mov fueron convertidos a formato .avi utilizando el programa
de libre acceso Leawo Video Converter (v.7.6.0. 2006-2017 Leawo® Software) y
posteriormente a formato .zvi utilizando el programa Zeiss AxioVision (v. 4.8.2.0, 2006-
2010, Carl Zeiss Microimaging), el cual transform6 cada video en cuadros por segundo en
formato .jpeg.

Los videos fueron analizados utilizando el complemento CASA (Computer Assist
Sperm Analysis) de Imagel y se consideraron los parametros: 1) VAP (velocidad promedio
de la ruta en todos los cuadros medidos, um/s), 2) VSL (velocidad en linea recta, pm/s), 3)
VCL (velocidad curvilinear de cada cuadro por segundo, um/s), 4) LIN (linealidad,
VSL/VAP), 5) WOB (oscilaciéon, VAP/VSL) y 6) PROG (Progresion de un punto a otro de
todos los cuadros por segundo. VAP promedio en todos los cuadros por segundo
analizados) (Figura 11). Todas las extracciones de esperma se realizaron en el horario de
8:00 a 12:00 h.
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Figura 11. Micrografia optica a 10x utilizada para cuantificar los parametros de velocidad con el complemento CASA de
ImageJ. Se muestra el patrén de movimiento como una linea oscilante negra y las cabezas de los espermatozoides.

5.4.3.6. Morfologia espermética

Se obtuvieron iméagenes digitales de un campo que contuvo como minimo 20
espermatozoides de cada muestra de esperma bajo aumento de 100x (Leica DM1000
microscope) usando una camara digital (Canon EOS Rebel T5i). Se utilizé el programa
ImageJ para medir 1) Longitud total, 2) Longitud cabeza, 3) Longitud pieza media y 5)
Longitud flagelo en um (Gasparini y cols. 2014; Figura 12).

Figura 12. Micrografia optica a 10x donde se observan espermatozoides para la evaluacion de la morfologia.

5.5. ¢ Cudl es la relacion entre el comportamiento sexual de los machos y la transmision

de Gyrodactylus de machos parasitados a hembras sanas?

Derivado de las pruebas de comportamiento sexual con los machos parasitados, se estudid
el efecto del comportamiento sexual del macho parasitado sobre la transmisidn de parasitos
a las hembras sanas, las cuales se encontraban libres de Gyrodactylus antes de las pruebas

de comportamiento sexual. Cada una de las hembras expuestas a los machos parasitados se
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observaron 24 horas después de haber interactuado con el macho parasitado usando para

ello un microscopio Optico con aumento de 40x con el fin de cuantificar el nimero de

parasitos en cada una de ellas (Figura 13).

Figura 13. Micrografia Optica a 5x donde se observa la aleta caudal de una hembra parasitada con cuatro Gyrodactylus
(sefialados con flechas negras) 24 h después de las pruebas de comportamiento sexual.

5.6. Analisis de datos

Todos los analisis se llevaron a cabo en el programa estadistico RStudio (RStudio Team
2015).

5.6.1. Condicidn corporal de los machos durante el experimento

Para evaluar que la condicion corporal (K) de machos sanos y parasitados no haya
cambiado a lo largo del experimento, se realizO un modelo lineal generalizado mixto
(GLMM), que permitié observar si existen diferencias en la condicion comparando los dos
tratamientos y los dos tiempos de medicidn, utilizando la identidad de los machos como
factor aleatorio y las mediciones de la condicién (antes y después del tratamiento) como

factor fijo.

5.6.2. Efecto del parasitismo sobre el comportamiento sexual
El comportamiento se registré solo una vez, posterior a la aplicacion del tratamiento, de
modo que comparamos el comportamiento de machos sanos con el de machos

recientemente parasitados. Se utilizaron modelos generalizados (GLM) tipo zero-inflated
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con ajuste de distribucion de error de tipo Poisson, porque el nimero de valores de cero
(ausencia de comportamiento) fue muy alto. Se analizé tanto el esfuerzo de apareamiento

como la eleccién de pareja (frecuencia).

5.6.3. Efecto del parasitismo sobre la calidad espermatica

Se obtuvieron dos muestras de esperma de los machos, antes y después de los tratamientos.
Por ello, para evaluar el efecto del parasitismo sobre la calidad espermatica, se utilizé un
GLMM para cada una de las variables de calidad espermatica medidas en ambas ocasiones.
Ademas, se utilizd la identidad del macho como factor aleatorio, con la finalidad de
observar el efecto del tratamiento y del tiempo, asi como la interaccidn entre ambos.

La velocidad y la longitud espermatica fueron descritas con varios parametros (7 y 4
pardmetros respectivamente), por lo que se realizé un andlisis de componentes principales
(PCA) para reducir el nimero de variables que posteriormente se utilizaron en un GLMM.

Se ajusto la distribucion de error de la variable dependiente para cada modelo. En el
caso de los paquetes espermaticos, se utilizo el ajuste de distribucién binomial negativo
para controlar la sobre dispersion y para las variables que fueron continuas o proporciones
(todas las demés variables) se utilizé un ajuste de distribucion Gamma.

5.6.4. Efecto del comportamiento sexual en la transmision de parasitos a las hembras

Para evaluar si la transmision de Gyrodactylus a cada una de las dos hembras que
interactuaron con el macho parasitado esta relacionada con el comportamiento sexual del
macho durante las pruebas de comportamiento, primero se realizé un analisis de correlacion
para descartar aquellas variables que no tuvieron una asociacién significativa con el nimero
de parésitos en las hembras. Posteriormente, las variables que si estuvieron correlacionadas
de forma significativa, se integraron en un GLMM con distribucion de error tipo Poisson.

En este modelo se utilizo el nimero de parasitos que se encontraron en el par de hembras
expuestas a cada macho, en funcion de cada uno de los comportamientos del macho
(intento de copula forzada, mordida, aproximacion, seguimiento), el nimero de parasitos

cuantificados en los machos previo al inicio de las pruebas de comportamiento sexual y el
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tamafo de cada hembra, chica o grande, como variables de efecto fijo, y como variable de
efecto aleatorio la identidad del par de hembras expuestas a cada macho.

Este experimento fue disefiado para evaluar dos tratamientos diferentes. Sin embargo,
como se cuantifico el nimero de parésitos en todos los machos (antes de las pruebas de
comportamiento sexual y antes de la segunda medicion de la calidad espermatica), también
se pudo evaluar el efecto del numero de parasitos tanto en variables del comportamiento
sexual como de la calidad espermatica, utilizando solo machos parasitados.

Dicho analisis utiliz6 el mismo modelo estadistico que se describi6é anteriormente para
cada una de las variables del comportamiento sexual y calidad espermatica, reemplazando
el factor tratamiento por ‘nimero de parasitos’ de cada macho en dichas mediciones, y
utilizando la misma distribucion de error. Los resultados de estos analisis, se detallan en el

aparatado de “Anexo 2”y “Anexo 3”.
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6. RESULTADOS

6.1. ¢ Como el parasitismo afecta el comportamiento sexual y la calidad espermatica en

guppies machos?

6.1.2. Efecto del parasitismo en la condicion corporal

El cuadro 1 muestra las variables de peso, talla e indice corporal (K) de los machos de
ambos tratamientos. Los machos parasitados tuvieron una condicién corporal similar a los
machos del tratamiento de machos no parasitados (t= -0.65, P= 0.51), asi como en las
mediciones antes y después de generar los tratamientos (t= -0.44, P= 0.66). La variacion
explicada por los tratamientos fue de 0.22% y por los tiempos (primera o segunda
medicion) fue de 0.04%.

Cuadro 1. Namero total de individuos, peso, LE y valores del indice K para los machos de ambos tratamientos.

Tratamiento N Tiempo Peso (g) * LE (mm) * K Promedio
No parasitados 32 Antes 0.13+0.02  13.14+1.798  2e-05x>%%
Después 0.15 +0.06 13.20 £1.825 2e-05x%4%

Parasitados 32 Antes 0.13 +0.03 12.92 +2.035  2e-05x>%"%
Después  0.15+0.10  12.96+1.985  2e-05x***

LE: Longitud estandar, K: indice de condicion corporal, * Promedio + error estandar

6.1.3. Efecto del parasitismo sobre el comportamiento sexual

El comportamiento sexual se midié solo una vez, 24 horas después de que los machos

fueron parasitados (machos parasitados) o inoculados con agua (machos no parasitados).

6.1.3.1. Latencia al comportamiento

La latencia al comportamiento sexual no tuvo diferencias significativas entre los
tratamientos de machos sanos y machos parasitados (GLM, z= 0.41, P= 0.57; Cuadro 2;
Figura 14).
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Figura 14. Latencia al comportamiento sexual de machos no parasitados y parasitados (n=64).

6.1.3.2 Esfuerzo de apareamiento

El esfuerzo de apareamiento, la suma del total de frecuencias de cortejo y de intentos de
copulas forzadas a ambas hembras, fue significativamente distinto entre machos sanos y
parasitados (GLM, z= -2.45, P= 0.01; Cuadro 2). Los machos sanos mostraron mayor

esfuerzo en comparacion con los machos parasitados (Figura 15).
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Figura 15. Esfuerzo de apareamiento de guppies machos no parasitados y parasitados (n=64).
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6.1.3.3. Frecuencia de balanceo del gonopodio

Se encontraron diferencias significativas entre la frecuencia del balanceo de gonopodio de
machos de diferentes tratamientos (GLM, z= -3.35, P= 0.01; Cuadro 2). Los machos
parasitados mostraron menor frecuencia de balanceos de gonopodio en comparacion con

los machos sanos (Figura 16).
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Figura 16. Frecuencia de balanceo de gonopodio de guppies machos no parasitados y parasitados (n=64).

6.1.3.4. Frecuencia de mordidas

La frecuencia de mordidas de machos hacia las hembras no tuvo diferencias significativas
en ambos los tratamientos (GLM, z= 0.41, P=0.68; Cuadro 2; Figura 17).
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Figura 17. Frecuencia de mordidas de los guppies machos no parasitados y parasitados (n=64).

6.1.3.5. Tiempo cerca de la hembra

Respecto al tiempo que los machos pasaron cerca de las hembras, los machos parasitados
tuvieron tiempo de aproximacion mayor que los machos sanos (GLM, z= 3.20, P= 0.02;
Cuadro 2; Figura 18).
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Figura 18. Tiempo cerca de la hembra (min) de guppies machos no parasitados y parasitados (n=64).
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6.1.3.6. Eleccion de pareja

6.1.3.6.1. Cortejo

No se observo una preferencia significativa en la frecuencia de cortejo a la hembra chica o

grande de los machos sanos y parasitados (GLM, z=-0.57, P=0.56; Cuadro 2; Figura 19).

8§ —

Elecciéon de pareja (Cortejo)

No parasitados Parasitados

Figura 19. Despliegues de cotejo dirigidos a la hembra grande o chica (G-C) en guppies machos no parasitados y
parasitados (n=64).

6.1.3.6.2. Intentos de copula forzada

Los machos de ambos tratamientos no mostraron preferencia significativa por las hembras
con respecto a su tamafio cuando realizaron intentos de copula forzada, por lo que tanto las
hembras grandes como las chicas recibieron la misma frecuencia de este comportamiento
(GLM, z=-1.30, P=0.08; Cuadro 2; Figura 20).
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Figura 20. Intentos de copula forzada dirigidos a la hembra grande o chica (G-C) en guppies machos no parasitados y
parasitados (n=64).

Cuadro 2. Modelos generalizados de las comparaciones del comportamiento sexual de machos no parasitados y
parasitados.

Término g.l. Devianza (X% P %

Latencia (min) 0.17 0.675 0.11
Error 62 150.91 99.88
Total 63 151.08

Esfuerzo de apareamiento 57.7 0.01* 14.1
Error 62 351.5 85.89
Total 63 409.2

Balanceos de gonopodio 80.47 0.01* 26.72
Error 62 220.6 73.27
Total 63 301.07

Mordidas 0.7 0.785 0.27
Error 62 257.56 99.97
Total 63 257.63

Eleccion de pareja (Cortejo) 6.25 0.25 2.09
Error 62 292.69 97.9
Total 63 298.94

Eleccion pareja (Intentos de 31.64 0.08 4.67
cépula forzada)

Error 62 645.59 95.32
Total 63 677.23

Duracion cortejo (min) 0.231 0.634 1.350
Error 62 16.869 98.64
Total 63 17.100
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Duracion seguimiento (min) 2.02 0.174 0.996

Error 62 200.72 99.003
Total 63 202.74

Duracion tiempo cerca de la

hembra(min) 5.02 0.02* 2.48
Error 62 196.72 97.51
Total 63 201.74

Se muestra la devianza residual, total, el valor de P y el porcentaje de explicacion de cada variable en el modelo.

6.1.4. Efecto del parasitismo en la calidad espermatica

6.1.4.1. Paquetes espermaticos

No se observaron diferencias significativas en el niUmero de paquetes espermaticos entre
muestras de machos de diferentes tratamientos (GLMM, t= -0.42, P= 0.65). De forma
similar, no se observaron diferencias significativas tanto entre tiempos de medicion antes y
después (GLMM, t= 0.22, P=0.92), ni en la interaccion entre estos dos factores (GLMM,
t=0.04, P=0.66; Cuadro 4; Figura 21).
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Figura 21. Nimero de paquetes espermaticos de machos no parasitados y machos parasitados antes y después de los
tratamientos. Se muestra la mediana de cada grupo (n=64).
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6.1.4.2. Concentracion espermatica

Con respecto al nimero de espermatozoides por pL, no se observaron diferencias
significativas entre tratamientos (GLMM, t= 0.23, P= 0.81). Tampoco se observaron
diferencias significativas entre tiempos de medicién de antes y después (t= 1.04, P= 0.30),

ni en la interaccidn entre estos dos factores (t= 0.71, P=0.48; Cuadro 4; Figura 22).
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Figura 22. Concentracion espermaética (células/ pL) de machos no parasitados y parasitados antes y después de los
tratamientos. Se muestra la mediana de cada grupo (n=64).

6.1.4.3. Movilidad espermatica

No se observaron diferencias significativas en movilidad de los espermatozoides de los
machos sanos en las mediciones antes y después del tratamiento (GLMM, t= 0.39, P=
0.69), y de la misma manera, no se observaron diferencias significativas entre machos
sanos y machos experimentales antes de ser parasitados (t= 1.05, P=0.28). Sin embargo, si
se observo una disminucion significativa en la movilidad de los espermatozoides de los

machos experimentales después del tratamiento (t= 3.06, P= 0.001; Cuadro 4; Figura 23).
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Figura 23. Porcentaje de espermatozoides mdviles de machos no parasitados y machos parasitados antes y después de los
tratamientos. Se muestra a la mediana de cada grupo (n=64).

6.1.4.4. Viabilidad espermatica

No se observaron diferencias significativas en viabilidad de los espermatozoides de los
machos sanos en las mediciones antes y después del tratamiento (GLMM; t= -0.60, P =
0.51). De la misma manera, no se observaron diferencias significativas entre machos sanos
y machos experimentales antes de ser parasitados (t= -0.29, P= 0.77). Sin embargo, si se
observo una disminucion significativa en la viabilidad de los espermatozoides de los

machos experimentales después del tratamiento (t= 8.17, P = 0.001; Cuadro 4; Figura 24).
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Figura 24. Porcentaje de espermatozoides vivos de machos no parasitados y machos parasitados antes y después de los
tratamientos. Se muestra a la mediana de cada grupo (n=64).

6.1.4.5. Velocidad espermatica

6.1.4.5.1. Analisis de componentes principales (ACP)

El ACP de la velocidad espermética mostré que las variables que explicaron méas porcentaje
de varianza acumulada fueron VAP (> 77%. CASA-PC1) y VCL (21% CASA-PC2)
(Cuadro 5) y que ambas mostraron valores altos (Eigenvalor) en la mayoria de las

correlaciones con los demas componentes (Figura 25).

43



-500 0 500 1000

1000

6
b -
=
- 8
w
; —
. vap
8 —15
a =2 ? |- o
g ]
I
w
™~
<
T T T I T
-0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2

PCA1

Figura 25. Gréfico de los componentes principales de la velocidad espermética en machos no parasitados y machos
parasitados medidos antes y después del tratamiento. VAP (PC1) y VCL (PC2) muestran valores de pendiente mayores
respecto a los demas componentes (Flechas rojas).

6.1.4.5.2. Velocidad promedio (VAP)

No se observaron diferencias significativas en la velocidad promedio (VAP) de los
espermatozoides de los machos sanos en las mediciones antes y después del tratamiento
(GLMM, t=-1.20 P=0.22), y de la misma manera comparado con la primera medicion de
los machos parasitados antes del tratamiento (GLMM, t=-0.29, P= 0.76). Sin embargo, la
velocidad de los espermatozoides disminuyo significativamente después de parasitar a los
machos (GLMM, t= 3.96, P= 0.001; Cuadro 4; Figura 26).

44



500 —

400

T

Antes Después

(U]

o

>
|

2

o

>
]

VAP(um/s)

Figura 26. Velocidad promedio (VAP, p/s) de machos no parasitados y machos parasitados antes y después de los
tratamientos. Se muestra a la mediana de cada grupo (n=64).

6.1.4.5.3. Velocidad curvilinear (VCL)

No se observaron diferencias significativas en la velocidad curvilinear (VAP) de los
espermatozoides de los machos sanos en las mediciones antes y después del tratamiento
(GLMM, t =0.60 P = 0.54), ni comparado con la primera medicion de los machos
parasitados antes del tratamiento (GLMM, t=-0.46, P= 0.63). Sin embargo, la velocidad de
los espermatozoides disminuyé significativamente después de parasitar a los machos del
tratamiento experimental (GLMM, t= 2.70, P= 0.001; Cuadro 4; Figura 27).
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Figura 27. Velocidad promedio (VAP, p/s) de machos no parasitados y machos parasitados antes y después de los
tratamientos. Se muestra a la mediana de cada grupo (n=64).

6.1.4.6. Morfologia espermatica

6.1.4.6.1. Analisis de componentes principales (ACP)

El ACP para esta variable mostré que los componentes principales para la morfologia que
explicaron mas porcentaje de varianza respecto de los demas fueron la longitud total (PC1)
y la longitud del flagelo (PC2), ya que explican mas del 98% de la varianza acumulada
(Cuadro 5), y mostraron valores mas altos en la mayoria de las correlaciones (Eigenvalor)

con los demas componentes (Figura 28).
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Figura 28. Gréfico de los componentes principales de la velocidad espermatica (VCL) en machos no parasitados y
parasitados medidos Antes y Después del tratamiento. Longitud total (PC1) y Longitud del flagelo (PC2) muestran valores
de pendiente mayores respecto a los demas componentes (Flechas rojas).

6.1.4.6.2. Longitud total

La longitud total de los espermatozoides de los machos disminuyd significativamente en
ambos tratamientos (GLMM, t= -2.27, P=0.03) y en la segunda medicién en comparacién
con la primera (GLMM. t= 2.98, P= 0.001), pero no se observé un efecto del parasitismo
(GLMM, t =-0.8, P = 0.16) (Cuadro 4; Figura 29).
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Figura 29. Longitud total (um) de machos no parasitados y machos parasitados antes y después de los tratamientos. Se
muestra la mediana de cada grupo (n=64).

6.1.4.6.3. Longitud de flagelo

La longitud del flagelo de los espermatozoides disminuyd significativamente en ambos
tratamientos (GLMM, t=-2.27, P= 0.02) y en la segunda medicion en comparacion con la
primera (GLMM. t= 2.98, P= 0.001), pero no se observo un efecto del parasitismo
(GLMM, t =-0.8, P = 0.92; Cuadro 4; Figura 30).
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Figura 30. Longitud de flagelo (um) de machos no parasitados y machos parasitados antes y después de los tratamientos.
Se muestra a la mediana de cada grupo (n=64).
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Cuadro 3. Eigenvalor y proporcién de variacion explicada para los componentes principales (PCs) de la velocidad
espermatica (PC 1-6) y morfologia espermatica (PC 1-4).

% Variacion

PCs Eigenvalor explicada

Velocidad espermatica

CASA-PC1 89.442 77.61
CASA-PC2 46.536 21.01
CASA-PC3 9.294 0.83
CASA-PC4 7.388 0.53
CASA-PC5 1.070 0.01
CASA-PC6 0.461 0.00
Morfologia espermética

PC1 0.0323 94.89
PC2 0.007 4.66
PC3 0.001 0.27
PC4 0.001 0.17

Cuadro 4.
parasitados.

Modelos generalizados de las comparaciones de la calidad espermatica de machos no parasitados y

Término g.l. Devianza (X?) P %
Paquetes espermaticos
Tratamiento 1 0.1212 0.65 0.07
Tiempo 1 0.2005 0.92 0.1
Tratamiento: Tiempo 1 0.0015 0.66 0.0008
Error 124 1708.9 99.8
Total 127 1709.2
Movilidad (%0)
Tratamiento 1 14.63 0.54 1.37
Tiempo 1 0 0.77 0.81
Tratamiento: Tiempo 1 9.09 0.001** 0.85
Error 124 1060.4 99.73
Total 127 1064.4
Viabilidad (%0)
Tratamiento 1 20.5 0.69 1.88
Tiempo 1 10.38 0.28 0.95
Tratamiento: Tiempo 1 53.08 0.01* 4.88
Error 124 1061.6 97.77
Total 127 1085.8

NuUmero de espermatozoides

49



Tratamiento 1 1.34 0.31 0.27
Tiempo 1 0.02 0.54 0.40
Tratamiento: Tiempo 1 0.04 0.61 0.819
Error 124 4877.3 96.971
Total 127 4878.7

Longitud total (mm)

Tratamiento 1 9.45 0.03* 1.34
Tiempo 1 541 0.001** 0.77
Tratamiento: Tiempo 1 1.93 0.16 0.27
Error 124 686.33 97.88
Total 127 701.15

Longitud flagelo

Tratamiento 1 18.67 0.02* 2.66
Tiempo 1 5.18 0.001* 0.73
Tratamiento: Tiempo 1 0.0078 0.92 0.73
Error 124 705.03 97.88
Total 127 728.76

Velocidad (VAP)

Tratamiento 1 2.47 0.54 0.16
Tiempo 1 2.64 0.63 0.17
Tratamiento: Tiempo 1 15.28 0.001* 1.028
Error 124 1480.3 99.65
Total 127 1485.4

Velocidad (VCL)

Tratamiento 1 10.003 0.22 0.72
Tiempo 1 2.64 0.76 0.19
Tratamiento: Tiempo 1 0.32 0.001* 0.2
Error 124 1363.5 99.25
Total 127 1373.8

Se muestra la devianza residual, total, el valor de P y el porcentaje de explicacion de cada variable en el modelo.

6.2. ¢ Cudl es la relacion entre el comportamiento sexual de los machos y la transmision

de Gyrodactylus de machos parasitados a hembras sanas?

Sorpresivamente, no se observd una correlacion entre el comportamiento sexual de los
machos durante las pruebas de comportamiento y el nimero de parasitos en las hembras
posterior a haber estado en contacto con un macho parasitado (Cuadro 5). Sin embargo, el
tamafo de las hembras si tuvo una correlacion significativa con el nimero de parésitos
después de la interaccion sexual (g.l. = 62, t =-2.59, Rho =-0.31, P = 0.01282), siendo las
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hembras chicas las que tuvieron una mayor cantidad de parasitos (GLMM, g.l. =1, F =

17.02, P =0.001; Figura 31).
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Figura 31. Numero de paréasitos en las hembras chicas y grandes expuestas a machos parasitados en las pruebas de

comportamiento (n=64).

Cuadro 5. Correlaciones entre los comportamientos sexuales de machos parasitados y la carga parasitaria de las hembras

expuestas (chica y grande).

Término t Rho g.l P
Latencia al comportamiento -1.4 -0.17 62 0.16
Esfuerzo de apareamiento -1.36 -0.17 62 0.17
Frecuencia de balaceo de gonopodio 0.1 0.013 62 0.91
Frecuencia de mordidas 1.46 0.18 62 0.14
Tiempo cerca de la hembra 1.63 0.2 62 0.1
Duracion seguimiento -0.45 -0.05 62 0.65
Esfuerzo de apareamiento (cortejo) -0.12 -0.015 62 0.9
Esfuerzo de apareamiento (copula forzada) -1.22 -0.1 62 0.66

Se muestra el valor de t, de Rho, los grados de libertad para cada comportamiento y el valor de P.
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7. DISCUSION

El presente proyecto se enfocé en el estudio del efecto del parasitismo sobre dos rasgos en
guppies machos, el comportamiento sexual (rasgo precopulatorio) y la calidad espermatica
(rasgo postcopulatorio). Se trabajo con peces silvestres en condiciones experimentales
controladas en el laboratorio. Se puso a prueba el efecto del ectoparasito Gyrodactylus
durante siete dias, un periodo corto de tiempo en relacion con la esperanza de vida del pez
guppy, que puede ser de mas de dos afios (Houde 1997).

A pesar de ello, detectamos efectos significativos en los rasgos medidos. EI tiempo de
parasitismo se definié tomando en cuenta los datos obtenidos en pruebas piloto en las que
se parasitd a guppies machos aislados en grupos de cuatro, con una carga inicial de 2
parasitos (ver Anexo 1). En esas pruebas, el 65% de los machos muri6 a partir de los 8 dias
de parasitismo, con una prevalencia del 100% y un incremento de mas del 900% en la carga
parasitaria (que llegé a ser hasta de 37 paréasitos) (Figura 1 del Anexo 1). Esto sugiere que
nuestra poblacion de guppies es poco resistente a los efectos de la especie de Gyrodactylus
con la que se trabajé y poco tolerante a una carga parasitaria alta. Otras poblaciones de
guppies provenientes de Trinidad han mostrado mayor resistencia a este parasito, ya que
logran vivir con el paréasito en promedio 15 dias (Kolluru y cols. 2006 y 2008, Cable y Van
Oosterhout 2007, Stephenson y cols. 2016).

Los machos no mostraron una variacién en su condicion corporal (medida a través del
indice K) a lo largo del presente experimento (Cuadro 1), lo cual no resultd sorpresivo,
dado que el tiempo del tratamiento fue muy poco. Ademas, los machos estuvieron en
condiciones de laboratorio controladas con abundante acceso a alimento de buena calidad.
Trabajos previos han documentado valores similares de condicion corporal en guppies bajo
condiciones silvestres (K promedio = 0.0025), un efecto similar cuando las condiciones
experimentales son controladas, como la talla (Grether y cols. 2001) y la disponibilidad de
alimento (Kolluru y cols. 2008). Por ejemplo, machos Gasterosteus aculeatus parasitados
con el céstodo Schistocephalus solidus tuvieron valores similares de condicion corporal
(porcentaje de grasa en el rifidn) que sus equivalentes sanos (Tierney 1994).

En condiciones silvestres Gyrodactylus no parece ser un agente importante en la
reduccion de la condicidon corporal de guppies (Martin y Johnsen 2007), ya que se ha

observado que los machos pueden albergar un nimero alto de parasitos sin modificar su
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condicion corporal (Getty 2002). Esto se debe a que cuando la condicion corporal de un
organismo es Optima, se espera una mayor tolerancia a los parasitos, ya que su capacidad de
respuesta inmunitaria es mas temprana a diferencia de individuos con menor condicion
(revisado de Barber y cols. 2000). Los guppies con mayor condicidon corporal son mas
tolerantes a las cargas parasitarias de Gyrodactylus (Kolluru y cols. 2008, Tadiri y cols.
2013), es por esta razon que medimos la condicién de los machos durante el experimento y
observamos que los machos en ambos tratamientos tuvieron condicion corporal similar
(Cuadro 1).

Ademas de estudiar el efecto del parasitismo sobre los machos, esta tesis tuvo como
objetivo evaluar la existencia de una relacion entre el comportamiento sexual de un macho
y la transmision de Gyrodactylus a hembras sanas. Para ello, utilizamos los datos de las
pruebas de comportamiento sexual en donde participaron un macho del tratamiento
experimental parasitado con Gyrodactylus y un par de hembras de diferente tamafio, ambas
sanas Yy sin previa experiencia con este parasito. Este objetivo es novedoso y muy
interesante, ya que abarca diferentes aspectos del parasitismo, desde el proceso béasico de
transmision de un hospedero a otro, hasta las implicaciones que conlleva dicha transmisién
como la generacion de conflicto sexual entre machos y hembras.

A continuacién, se discuten las dos preguntas de investigacion de mi proyecto de tesis
para finalizar con una conclusion general de las implicaciones basicas de los resultados

generados en el presente proyecto.

7.1. ¢ Como el parasitismo afecta el comportamiento sexual y la calidad espermatica en

guppies machos?

Hay dos aspectos innovadores de estudiar el efecto del parasitismo sobre el
comportamiento sexual y el esperma de guppies machos. El primero fue medir mas de una
caracteristica sexual en los machos experimentales, ya que generalmente se evalUa el efecto
del parasitismo sobre un solo rasgo sexual. Ademas, en este estudio evaluamos por primera
vez como este parésito afecta a la eleccion de pareja de los machos, ya que no habia sido
puesto a prueba previamente. El segundo aspecto innovador fue estudiar como cambia la
calidad espermaética ante el parasitismo, ya que los rasgos postcopulatorios tienden a ser

omitidos en el estudio de la interaccion entre parasitismo y seleccion sexual.
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Particularmente en guppies machos, toda la investigacion generada previamente se ha
enfocado al estudio de la coloracion y el cortejo, por lo que estos resultados muestran por
primera vez cémo la calidad espermatica se ve afectada por el parasitismo en guppies.

Respecto al comportamiento sexual, medimos el tiempo que los machos de ambos
tratamientos tardan en ejecutar comportamientos sexuales. Observamos que la latencia al
comportamiento fue similar entre machos sanos y parasitados, ya que ambos mostraron
motivacién similar para iniciar una interaccion sexual con las hembras en las pruebas de
comportamiento sexual (Figura 12). Este resultado es contrario a lo observado en estudios
previos. Por ejemplo, Kennedy y cols. (1987) observaron que el tiempo al comportamiento
de guppies machos parasitados disminuyé conforme la carga parasitaria de Gyrodactylus
aumentaba, en donde la carga maxima no sobrepasé 20 parasitos.

También se midid el efecto del parasitismo sobre dos aspectos del comportamiento
sexual de guppies machos, el esfuerzo de apareamiento (la suma de la frecuencia de cortejo
y los intentos de copula forzada) y la eleccion de pareja de apareamiento (entre dos
hembras de diferente tamafio). Se cree que las cargas parasitarias menores a 20
Gyrodactylus no producen dafio significativo o signo de enfermedad (Houde 1997), pero
nosotros mostramos que incluso con una carga menor, de entre 2 y 7 parasitos antes de las
pruebas de comportamiento sexual, los machos si cambian su comportamiento, ya que los
machos parasitados redujeron su esfuerzo de apareamiento considerablemente en
comparacion con los machos sanos (mediana = 5.42 en machos no parasitados y 2.23 en
machos parasitados; Figura 14).

Estos resultados son consistentes con lo encontrado previamente por Kennedy y cols.
(1987), quienes mostraron una relacion negativa de la carga parasitaria de Gyrodactylus
con el cortejo y la cépula forzada, lo que sugiere que probablemente este ectoparasito
impone costos en la inversion energética para el apareamiento. Aunado a esto, Houde y
Torio (1992) mostraron la existencia de una correlacion negativa entre Gyrodactylus y el
cortejo de los machos. Ademas, encontraron que los machos menos coloridos tuvieron
menor frecuencia de tiempo con las hembras, y el area de los puntos de coloracion resulto
un mejor predictor de la resistencia a los parésitos de los machos a diferencia de la
intensidad de la coloracion (Houde y Torio 1992). Dada la inversion energética que

requiere esfuerzo de apareamiento, es posible que la reduccion en el esfuerzo que

54



observamos en los machos parasitados sea un intento de conservar los recursos energéticos
para combatir y sobrevivir al parasitismo.

La frecuencia del balanceo del gonopodio tuvo diferencias significativas entre los
tratamientos, ya que machos parasitados registraron menor frecuencia de balanceo de
gonopodio (Figura 15). Al parecer este movimiento ayuda a que el esperma se posicione en
el gonopodio, lo que facilita la eyaculacion (Clark y Aronson 1951, Baerends y cols. 1955,
Liley 1966, Farr 1980). Otra hipotesis es que el balanceo del gonopodio posiciona los
ganchos del gonopodio correctamente, preparando este 6rgano para la insercion en el
gonoporo de la hembra (Houde 1997).

Finalmente, el comportamiento de mordidas de machos a hembras fue similar entre
ambos tratamientos. Este comportamiento parece ser una forma de evaluacion que los
machos hacen a las hembras, posiblemente para identificar en cada hembra la presencia de
feromona receptiva que solamente las hembras receptivas producen (ver Herdman y cols.
2004; Guevara-Fiore y cols. 2010). Hubiéramos esperado que los machos sanos hicieran
méas mordidas porque su esfuerzo de apareamiento, medido como cortejo e intentos de
copula forzada, fue maés alto que el esfuerzo de machos parasitados. Sin embargo, no
encontramos diferencias entre tratamientos, posiblemente porque en todo el experimento
utilizamos hembras no receptivas.

Debido a que los parasitos son costosos para sus hospederos, es posible que los guppies
con Gyrodactylus tengan menos energia destinada a la reproduccién, por ende, que
reduzcan este comportamiento que precede a la fecundacion. Sin embargo, hasta ahora
nadie ha realizado un estudio cuantitativo del costo energético del parasitismo en guppies.
En nuestro experimento también evaluamos el tiempo que el macho invirtié cerca de la
hembra, con los machos parasitados pasando mas tiempo cerca comparados con los machos
sanos (Figura 17). Kolluru y cols. (2008) observaron el mismo patron en guppies
procedentes de Trinidad.

En guppies se ha observado que la agregacion es significativamente mayor con
conespecificos de mayor tamafio (Hockley y cols. 2014). Ademas, previamente se observo
que guppies contagiados con G. turnbulli pasaron mas tiempo cerca de conespecificos en
ausencia de flujo de agua en comparacion con peces sanos (Hockley y cols. 2014).

Respecto a la eleccion de pareja, la literatura muestra que en condiciones normales la

eleccion de los machos es hacia las hembras mas grandes (Herdman 2004, Baerends y cols.
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1955), por lo que esperabamos observar una preferencia hacia éstas. Sin embargo, en
nuestro experimento tanto los machos sanos como los machos parasitados tuvieron una
frecuencia similar de cortejo y cépula forzada para la hembra chica y para la grande, es
decir, no mostraron eleccion por alguna de ellas (Figura 18 y 19). Es por ello que no
pudimos observar el efecto del parasitismo sobre la eleccién del macho. Sin embargo,
previamente se han observado resultados similares a los nuestros. Ojanguren y Magurran
(2004) encontraron que guppies machos de dos poblaciones silvestres de Trinidad no
discriminan a las hembras con base en su tamafio.

Nuestros resultados apuntan a que en guppies, la eleccion de pareja en los machos
parasitados se pierde principalmente porque los machos no realizan suficiente esfuerzo de
apareamiento. La eleccion de pareja para evitar conespecificos parasitados se ha estudiado
ampliamente en hembras. Kennedy y cols. (1987) evaluaron en guppies la preferencia de
las hembras por machos poco (0-2) y muy parasitados (1-9), encontrando una relacion
negativa entre la preferencia por los machos y la carga parasitaria en condiciones
experimentales. Sin embargo, las presiones de seleccidn sexual son diferentes para machos
y hembras, asi que estos resultados no deben extrapolarse a los machos directamente.
Ademaés, dado que en machos sanos las tacticas de apareamiento son variables entre los
individuos, es posible que el efecto del parasitismo en este estudio tenga efectos distintos
entre diferentes hospederos (Bischoff y cols. 1985) y también entre poblaciones de guppies
diferentes (Houde 1997), por lo que valdria la pena repetir las pruebas de eleccién de pareja
con guppies machos que sean mas resistentes a Gyrodactylus.

Por otro lado, ademéas del comportamiento sexual, nuestros resultados indican la
existencia de un efecto negativo del parasitismo sobre la calidad espermaética en guppies,
tan solo a siete dias de haberse parasitado los machos. Particularmente, se observé que la
cantidad de espermatozoides en los machos parasitados, ya sea medida por el nimero de
paquetes espermaticos o por la concentracion espermatica, es similar entre machos sanos y
parasitados (Figura 15 y 16 respectivamente). Sin embargo, los espermatozoides de machos
parasitados tienen menor movilidad (Figura 22), viabilidad (Figura 23) y velocidad
espermatica (Figuras 25 y 26) que los de machos sanos. La literatura respalda la idea de que
los rasgos de calidad del esperma en guppies son dependientes de la condicién, ya que, si
los machos tienen una dieta baja en calidad, su numero de espermatozoides/pL disminuye,

pero sin un efecto significativo en la velocidad (VAP, VCL y VSL), morfologia y longitud
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espermatica (Devigili y cols. 2012). Sin embargo, Rahman y cols. (2013) si observaron un
efecto significativo de la calidad de la dieta sobre la velocidad, morfologia y longitud
espermética. Ademas, si un macho detecta una densidad alta de hembras en la poblacion,
tiende a incrementar significativamente tanto el nimero como la velocidad de sus
espermatozoides (VAP) (Devigili y cols. 2015), lo que sugiere que la produccién de
espermatozoides es costosa pues cuando no hay hembras su produccion baja.

Un aspecto interesante de nuestros resultados fue el cambio que sufrié la morfologia en
ambos tratamientos a traves del experimento, ya que, en ambos tratamientos, no parasitados
y parasitados, la longitud total y del flagelo disminuyeron significativamente en la segunda
medicion (después del tratamiento; Figura 28 y 29). Estas observaciones son similares a lo
registrado por Devigili y cols. (2015), pues los espermatozoides de guppies machos con una
dieta de baja calidad y encuentros con hembras distintos, también disminuyeron en su
longitud total a través del tiempo.

La disminucion que observamos en nuestro estudio obviamente apunta a un efecto del
tiempo, esto es, que el tiempo de aislamiento de los machos, tanto los controles como los
experimentales, parece reducir este aspecto morfologico. La dieta de los machos fue de alta
calidad, ya que se alimentaron dos veces con la marca de hojuelas Tetramin®, una de las
mejores composiciones dietéticas para guppies. Ademas, esa dieta es la que llevaban antes
de que comenzara el experimento, no hubo cambios durante este estudio. Por ello pensamos
que el tiempo de aislamiento pudiera ser la causa de estos resultados, ya que se relaciona
con el tiempo que paso el esperma almacenado en las génadas.

Se sabe que los espermatozoides viejos (de nueve dias) son de menor calidad en
términos de velocidad y movilidad que los nuevos o recientemente producidos (dos dias)
(Boschetto y cols. 2011, Gasparini y cols. 2014). Se esperaria que espermatozoides mas
pequefios tengan una movilidad y velocidad menor debido a que no son maduros
morfolégicamente, sin embargo, esta hipétesis tendria que ponerse a prueba controlando
diferentes variables en un futuro experimento.

Una posible explicacion de que nuestros machos parasitados hayan disminuido otras
variables menos la cantidad de esperma reside en los mecanismos de mantenimiento de la
respuesta inmune presentes en peces teledsteos (Huang y cols. 2009). Ante una infeccion
fuerte, la produccién de granulocitos se dispara, lo que puede llegar a limitar los recursos

destinados a mantener la calidad espermatica, produciendo dafio a las células espermaticas
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(Meinhard y Hedger 2011). Ademas, la respuesta inmune ante el ataque de patdgenos
compromete la produccién de hormonas como androgenos, lo que también puede limitar la
asignacion de recursos a la calidad espermatica, ya que incrementa la oxidaciéon de las
células espermaticas (Hillgarth y cols. 1990, Helfenstein y cols. 2010). Tomando en cuenta
nuestros resultados, sugerimos que el costo del parasitismo sobre la calidad espermatica de
guppies machos esta afectando a etapas posteriores a la formacion y diferenciacion de las
células espermaticas donde los espermatozoides migran al epididimo y maduran su
velocidad y movilidad (Friberg 1982, Hogarth 1982, Rolff y Siva-Jothy 2002).

Debido a que hay escasa literatura abordando la relacion entre parasitismo y calidad
espermatica, todavia es dificil concluir con respecto a los patrones de interaccion. Ademas,
un problema es que no todos los estudios evallan todas las caracteristicas que pueden
describir a la calidad espermatica. Por ejemplo, en la trucha del Artico, Liljedal y cols.
(1999) no evaluaron la cantidad de espermatozoides, pero si midieron la movilidad
espermatica, la cual estuvo negativamente relacionada con la intensidad de ectoparasitos.
Figenshou y cols. (2013), ademas de evaluar la velocidad espermatica en la misma especie,
midieron la fragmentacion del ADN y la cantidad de espermatozoides, y el Unico efecto
significativo de dafio provocado por ectoparasitos fue la cantidad de espermatozoides. En
peces Rutilus rutilus L. no existe un efecto del parasitismo sobre la calidad espermatica
(movilidad y velocidad) cuando los machos fueron parasitados con endoparasitos
Myxolobius mdalleri (Kortet y cols. 2010), pero los autores solamente midieron
concentracion espermatica sin evaluar los otros rasgos de la calidad espermaética. Es
evidente que los resultados son contradictorios y que se necesita convenir respecto a las
variables que determinan la calidad espermatica para estandarizar el estudio de este rasgo
tan importante en el éxito reproductivo de los machos.

Los resultados obtenidos en nuestro estudio muestran por primera ocasion el efecto de
Gyrodactylus sobre la viabilidad, movilidad y velocidad de los espermatozoides de los
machos parasitados. Dado que los guppies sufren alta competencia espermatica, cualquier
deficiencia en la capacidad de mantener la calidad de los espermatozoides puede afectar
negativamente en el exito reproductivo de los machos (Pilastro y cols. 2002). En peces con
fecundacién interna, la movilidad y la velocidad total de los espermatozoides esta
directamente relacionado con el éxito de fertilizacion de los huevos de la hembra

(Boschetto y cols. 2011). En guppies, la movilidad de los espermatozoides es in situ, y una
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vez en el tracto reproductor de la hembra adquieren mayor movilidad y velocidad (Huang y
cols. 2009), por lo que aquellos espermatozoides que posean una movilidad y velocidad
Optimas para encontrar y penetrar en el 6vulo de la hembra tendran un mayor éxito de
fertilizacion (Houde 1997, Huang y cols. 2009).

El disefio experimental que se utilizé para este estudio fue establecido para poner a
prueba dos tratamientos diferentes, machos sanos sin parasitos y machos parasitados con
dos parésitos inicialmente. Sin embargo, debido a que los parésitos en cada macho se
reprodujeron, y también porque los machos varian entre ellos en su capacidad de resistencia
al parasitismo (Stephenson y cols. 2016, Cable y Van Oosterhout 2007), al momento de las
pruebas de comportamiento los machos presentaron cargas parasitarias diferentes (2-7
parasitos), donde el 0.32% tuvieron 2 parasitos, el 1.6% tuvieron 3, el 3.52% tuvieron 4, el
2. 56% tuvieron 5, el 1.6% tuvieron 6 y el 2.24% tuvieron 7 parasitos (Anexo 1). Debido a
que se esperaria que la carga parasitaria esté positivamente relacionada con el costo del
parasitismo, decidimos también analizar si existe una correlacion entre el esfuerzo de
apareamiento y el nUmero de parasitos en los machos en cada uno de los comportamientos
medidos (ver Anexo 2).

Sin embargo, la cantidad de parasitos solamente se correlacion6 con una disminucién
en el tiempo cerca de las hembras y la longitud total de los espermatozoides (Anexo 2 y 3,
Figura 6 y 7 respectivamente), todos los demas efectos del parasitismo se observaron
solamente si se analizaban los datos tomando en cuenta los dos tratamientos de machos no
parasitados y parasitados. Entonces, cuando analizamos al parasitismo como una variable
continua (i.e. nUmero de parasitos) no encontramos patrones significativos que expliquen
los cambios en la mayoria de las variables, a diferencia de cuando se analiz6 al parasitismo
como una variable nominal (i.e. dos tratamientos). Proponemos tres explicaciones a esto: 1)
Como nuestros peces parecieran no haber sido previamente parasitados por Gyrodactylus
(peces “naive”), se esperaria que carecieran de memoria inmunitaria capaz de repeler de
forma efectiva a los parasitos, como se ha observado en trabajos previos (Madhavi y
Anderson 1985, Matthews y cols. 1997, Stein 2001, Cobbold y cols. 2007, Aiello y cols.
2016, Stephenson y cols. 2016). 2) Sabemos que hay una diferencia en la resistencia y la
tolerancia al parasito entre diferentes individuos, por lo que el efecto de un nimero
determinado de parasitos no necesariamente serd el mismo para diferentes machos

(Stephenson y cols. 2016, Cable y Van Oosterhout 2007). 3) Alternativamente, es posible
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que exista una diferencia en la virulencia de los parasitos, por lo cual el efecto de una carga
parasitaria particular no necesariamente seria el mismo en todos los hospederos (Able 1996,
Stephenson 2016).

En conclusién, observamos la existencia de un dafio a nivel pre y postcopulatorio del
parasitismo por Gyrodactylus en guppies machos. Interesantemente, encontramos un efecto
diferencial del parasitismo sobre diferentes componentes de la calidad espermatica, pues el
numero de espermatozoides no se vio afectado mientras que todas las otras variables
cambiaron ante el costo del parasitismo. En guppies, asi como en la mayoria de los machos,
producir un mayor numero de espermatozoides incrementa la posibilidad de fertilizacion
(Cattelan y cols. 2016), pero es posible que exista una disyuntiva entre el nimero de
espermatozoides y otros rasgos de la calidad espermatica, lo que debe ser evaluado en
estudios subsecuentes. Los resultados del presente estudio incrementan nuestro
conocimiento de los efectos del parasitismo sobre rasgos que estan directamente
relacionados con el éxito de apareamiento y el éxito reproductivo de los machos
(Andersson 1994). Ademas de que por primera vez estudiamos el efecto de Gyrodactylus
sobre machos de una poblacién de peces guppies mexicanos, lo cual nos permitira hacer
comparaciones diferentes a los resultados que previamente se han obtenido solamente con

peces originarios de Trinidad o Australia.

7.2. ¢ Cudl es la relacion entre el comportamiento sexual de los machos y la transmision

de Gyrodactylus de machos parasitados a hembras sanas?

Durante las pruebas de comportamiento sexual, cada macho parasitado interactud
libremente con dos hembras sanas cuyo tamafio difirio por 5mm. Estas pruebas nos
permitieron estudiar con detalle como se lleva la transmision de Gyrodactylus de machos
parasitados a hembras sanas. Se esperaria que entre mayor fuera la interaccién entre los
individuos, mayor seria la probabilidad de contagio. Sin embargo, contrario a nuestra
prediccién, los comportamientos sexuales del macho no tuvieron una relacion con la carga
parasitaria de las hembras posterior a haber interactuado con el macho.

La transmision de Gyrodactylus se puede dar por contacto directo entre hospederos
(Cable y cols. 2002, Johnson y cols. 2011) y hay reportes informales de que puede llevarse
a cabo a través del contacto con la superficie del agua (Soleng y cols. 1999, Cable y cols.

2002). El presente estudio demuestra por primera vez que Gyrodactylus si puede
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transmitirse a un hospedero nuevo a través del agua y no necesariamente con contacto
fisico entre hospederos (ver Metodologia, Figura 6A). Los machos parasitados en nuestro
experimento mostraron muy bajo esfuerzo de apareamiento en comparacion con machos
sanos, y, ademas, no mostraron eleccion de pareja. Esto explica la ausencia de una relacion
significativa entre el comportamiento del macho y el nimero de paréasitos transmitidos a las
hembras.

Los guppies son una especie con alta sociabilidad, y este comportamiento ha sido
estudiado para evaluar la relacion con la capacidad de transmisién de Gyodactylus. Van
Oosterhout y cols. (2007) y King y Cable (2007) observaron una relacion significativa entre
una mayor interaccion social y la transmision de Gyrodactylus a individuos no parasitados,
lo que obviamente tiene implicaciones en la dindmica poblacional de ambas especies. Una
de las interacciones sociales mas frecuentes es la que existe entre sexos diferentes. Machos
y hembras interactian constantemente con la finalidad de obtener éxito de apareamiento.
Sin embargo, a pesar de su importancia, pocos son los estudios que se han enfocado a
elucidar como dichas interacciones sexuales estan relacionadas con la transmision de
parésitos entre hospederos. En guppies no se habia estudiado la transmisién de parasitos por
interaccion sexual antes del presente estudio, pero en tres especies mas (Phasianus
colchicus, Gopherus agassizii y Apis mellifera), ya se conoce un poco mas de este
fenomeno (Hillgarth 1990, Roberts y cols. 2015, Aiello y cols. 2016). Valdria la pena
realizar experimentos futuros in situ o con redes sociales méas similares a lo que ocurre en
poblaciones de guppies silvestres para validar los resultados negativos de transmision del
parasito por interaccion sexual.

A pesar de que no encontramos una relacion significativa entre el comportamiento
sexual y la transmision de Gyrodactylus en guppies, nuestros resultados arrojan un patrén
interesante que esté relacionado con la morfologia de las hembras. La talla de las hembras
resultdé un predictor del contagio parasitario durante una interaccion con un conespecifico
infectado ya que las hembras més pequefias fueron las que tuvieron una carga parasitaria
mayor. Este resultado es sorpresivo dado que en la literatura se ha reportado lo contrario,
que existe una relacion entre la talla y la carga parasitaria en machos y en hembras, pues los
peces mas grandes tienden a desarrollar cargas letales (>30 parasitos) en comparacion con
peces mas pequefios (Van Oosterhout y cols. 2007). King y Cable (2007) y Johnson y cols.
(2011), ademas observaron que, dado que las hembras presentan mayor talla y son mas
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sociales que los machos, la carga parasitaria que pueden presentar es mayor que en peces de
menor tamario. Por eso en la literatura se asumia que peces con mayor masa resultarian un
objetivo més facil de alcanzar para los parasitos, sin embargo, nuestros resultados muestran
lo contrario (Figura 31).

Se proponen tres explicaciones proximas para explicar por qué las hembras chicas
resultaron con mayor nimero de parasitos que las hembras grandes. Sugerimos: 1) Las
hembras chicas son de menor tamafio que las hembras grandes, por lo que podriamos estar
viendo diferencias relacionadas al tamafio de las hembras (ver Cable y Van Oosterhout
2007), 2) Es posible que las hembras que difieren en tamafio también tengan
comportamientos divergentes que facilitaron de diferente manera la transmision del parasito
del macho. En nuestro experimento usamos hembras no receptivas, por lo que ambas
fueron homogéneas en su respuesta sexual a los machos; sin embargo, no monitoreamos si
las hembras se acercaron a los machos de forma diferente o si las de un tamarfio fueron mas
activas que el otro, y 3) Finalmente, es posible que ambas hembras, chicas y grandes, se
contagiaron con igual nUmero de parasitos, sin embargo, después de 24 horas, las hembras
grandes fueron mas resistentes a la transmision de parasitos que las hembras chicas (ver
Jones 2001, Cable y Van Oosterhout 2007). Sin embargo, al menos en nuestra poblacion,
durante las pruebas piloto (20 machos) y con los machos del experimento (n=32) el 100%
de los individuos que estuvieron en contacto con Gyrodactylus lo mantuvieron 24 horas
después de la infeccién, por lo que creemos que nuestra poblacion tiene poca resistencia a
este parasito.

El presente estudio demuestra que la interaccion sexual no resultd un predictor de la
transmision de paréasitos a hembras de tamafio distinto debido a que el comportamiento de
los machos fue escaso, por lo que no fue posible hacer inferencias sobre los mecanismos
implicados en el conflicto sexual entre ambos sexos. Sin embargo, pudimos observar que el
tamafio corporal de las hembras juega un papel crucial en la capacidad de albergar

parasitos, lo cual posiblemente se relacione con la capacidad inmune para evitar parasitarse.
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8. CONCLUSION GENERAL

En este estudio se demostrd la existencia de un efecto negativo del ectoparasito
Gyrodactylus tanto del comportamiento sexual (rasgo precopulatorio) como en la calidad
espermatica (rasgo postcopulatorio). Se observo un efecto negativo en el esfuerzo de
apareamiento, a diferencia de la eleccion de pareja, pues nuestros machos experimentales
no mostraron preferencia por las hembras con base en su tamafio. Ademas, se demostro el
efecto negativo de Gyrodactylus sobre los espermatozoides en guppies, solamente sobre la
velocidad, movilidad y viabilidad de los mismos, ya que la concentracion espermatica no se
vio afectada. Nuestro disefio experimental no nos permite validar las causas proximas de
los cambios que los machos parasitados experimentaron, no obstante, probablemente el
pardsito esta generando costos en el hospedero que ultimadamente afectan tanto su
comportamiento como su calidad espermatica.

Al estudiar ambos rasgos, comportamiento y calidad espermatica, de manera
simultanea, corroboramos que el parasitismo afecta tanto a caracteres precopulatorios como
a postcopulatorios en el mismo macho, por lo que es plausible que se estén llevando a cabo
procesos internos de asignacion diferencial de recursos (i.e. disyuntivas bioldgicas)

Finalmente, se observo que el comportamiento sexual no influyé en la carga parasitaria
que se cuantifico en las hembras chicas y grandes posterior a su encuentro con un macho
parasitado. Sin embargo, el tamafio en las guppies hembras sanas influyd
significativamente en la transmision de parasitos cuando interactuaron sexualmente con
machos parasitados, ya que las hembras chicas tuvieron mayor carga parasitaria comparado
con hembras grandes, lo cual tiene implicaciones importantes en la dindmica poblacional

generada por el parasito Gyrodactylus.
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9. PERSPECTIVAS

El presente trabajo arrojé resultados sobre el efecto del parasitismo en la condicion corporal
y componentes de la reproduccion a nivel pre y postcopulatorio (comportamiento sexual y
calidad espermatica respectivamente), por lo que a futuro se podrian medir los
compromisos que se generan en la historia de vida de organismos durante la parasitacion,
controlando la medicion de sus rasgos sexuales durante su desarrollo ontogenético y
evaluando las variables de forma simultanea.

Ademas, es necesario estudiar posibles causas relacionadas a los recursos energéticos y
procesos fisiologicos de la asignacion de recursos a rasgos pre y postcopulatorios, lo que
permitiria estudiar a las disyuntivas generadas entre estos dos niveles desde un punto de
vista de causas proximas.

Con los resultados obtenidos de la evaluacion de la calidad espermatica, se plantea un
campo amplio de trabajo futuro para poder comprender los efectos las consecuencias
evolutivas de del parasitismo sobre los guppies, para ello es imprescindible evaluar como la
baja calidad espermatica repercute en oportunidades de éxito de fertilizacion de los machos
y ultimadamente sobre la adecuacion en guppies.

Ademas, seria interesante en el futuro evaluar los procesos de desarrollo espermatico
en machos parasitados para incrementar el conocimiento sobre los rasgos postcopulatorios,
que han sido tradicionalmente descuidados en el estudio del parasitismo.

Con relacion a los resultados obtenidos en la transmisidn de parasitos, seria importante
que en el futuro se plantearan estudios que evallen tal efecto en poblaciones silvestres y
particularmente en grupos de guppies que asemejen la realidad social de estos peces en
estado natural. Dado que los comportamientos sexuales de los machos parasitados no
resultaron significativos para explicar la transmisidn del paréasito, se abre la posibilidad del
estudio de los factores relacionados con la transmision de parasitos entre sexos y sobre los

procesos desencadenantes del conflicto sexual generado por el parasitismo.
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11. ANEXO 1: Pruebas piloto

Pruebas piloto de parasitacion

Se utilizaron machos provenientes de la poblacion colectada, los cuales se mantuvieron
aislados en grupos de 4 individuos en tanques de 3 L bajo condiciones estandar.
Posteriormente se parasitaron siguiendo la técnica utilizada en los peces experimentales
(ver Metodologia). Observamos que el 65% de los machos muri6 a partir de los 8 dias de
parasitismo (Figura 1), con una prevalencia del 100% y un incremento de méas del 900% en

la carga parasitaria (de 2 a 37 paréasitos).
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Figura 1. Carga final y dias de sobrevivencia de machos observados en pruebas piloto (n=20).

Carga parasitaria de los machos

Se cuantifico la carga parasitaria de los machos antes de iniciar las pruebas de
comportamiento sexual. Observamos que la carga maxima fue de 7 parasitos y la minima
de 2 (Figura 2), siendo una carga parasitaria de 4 Gyrodactylus la méas prevalente en los
machos (3.52%; Figura 2; Cuadro 1).
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Cuadro 1. Variacion de la carga parasitaria y proporcion de machos parasitados (%).

Numero de Machos parasitados

parasitos (%)
2 3.1
3 15.6
4 34.3
5 25
6 15.6
7 6.2
40
3
S 30
8
E 25
8 20
8
§ 15
& 10
=
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0
2 3 4 5 6 7

NUmero de parasitos

Figura 2. Variacion en la carga parasitaria de los machos utilizados en las pruebas de comportamiento sexual (n=32).

12. ANEXO 2: Efecto del nUmero de parasitos sobre el comportamiento sexual.

Andlisis utilizando el parasitismo como una variable continua

Latencia al comportamiento

No se observd una relacion positiva entre el numero de parasitos y la latencia al
comportamiento sexual (z= 0.51, P= 0.60; Figura 1; Cuadro 1).
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Figura 1. Relacion entre el nimero de parasitos y la latencia al comportamiento de machos del tratamiento de guppies
machos parasitados (n=32).

Esfuerzo de apareamiento

No se observo una relacion entre el nimero de paréasitos y el esfuerzo de apareamiento de

los machos parasitados (z= 1.70, P= 0.08; Figura 2; Cuadro 1).
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Figura 2. Relacion entre el nimero de parasitos y el esfuerzo de apareamiento del tratamiento de machos parasitados
(n=32).



Frecuencia de balanceo del gonopodio

Se observé una relacion no significativa de la frecuencia de balanceos de gonopodio con la

variacion en el nimero de parasitos (z= 0.42, P= 0.67; Figura 3; Cuadro 1).
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Figura 3. Relacidn entre el nimero de parésitos de machos y la frecuencia de balanceo de gonopodio del tratamiento de
machos parasitados (n=32).

Frecuencia de mordidas

No se observd una relacién entre la frecuencia de mordidas y el nUmero de paréasitos (z=
0.08, P=0.28; Cuadro 1; Figura 4).

Figura 4. Relacion entre la frecuencia de mordidas y el nimero de parasitos de machos del tratamiento de machos

parasitados (n=32).
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Tiempo cerca de la hembra

Observamos una relacion negativa significativa de la duracién del tiempo cerca de la
hembra con la variacion de parasitos en los machos. Los machos parasitados disminuyeron
el tiempo de seguimiento a la hembra cuando el nimero de parasitos incrementd (z= -2.0,
P=0.04; Figura 5; Cuadro 1).
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Figura 5. Relacion entre el tiempo de duracion del tiempo cerca de la hembra y el nimero de parasitos de machos del
tratamiento de machos parasitados (n=32).

Eleccidn de pareja
Cortejo

No se observo una relacion significativa entre la frecuencia de cortejo que un macho
desempefia a la hembra preferida y la carga parasitaria cuantificada (t=0.44, P= 0.65;
Cuadro 1; Figura 6; Cuadro 1).
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Eleccion de pareja (Cortejo)

Parasitos (Numero)
Figura 6. Relacion entre el nimero de parasitos y la frecuencia en la eleccion de pareja (cortejo) de machos del

tratamiento de machos parasitados (n=32).

Intentos de cépula forzada
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No se observo una relacion significativa entre la frecuencia de intentos de cépula forzada

gue un macho desempefia a la hembra preferida y la carga parasitaria cuantificada (t=1.01,

P=10.37; Figura 7; Cuadro 1).
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Figura 7. Relacion entre el nimero de parasitos y la frecuencia en la eleccion de pareja (intentos de copula forzada) de

machos del tratamiento de machos parasitados (n=32).
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Cuadro 1. Modelos generalizados para el comportamiento de machos del tratamiento Experimental y su relacion con el

nGmero de parasitos.

Término gl DevianzaX) P %
Parasitos- Latencia al

comportamiento 1 2.31 0.60 0.33
Parésitos- Esfuerzo de apareamiento 1 2.31 0.08 6.3
Parasitos- Balanceo de gonopodio 1 0.17 0.67 0.49
Parasitos- Mordidas 1 0.17 0.28 0.49
Parésitos- Duracion tiempo cerca de

la hembra (min) 1 2.25 0.04* 5.48
Parésitos- Eleccion de pareja

(cortejo) 1 0.13 0.65 1.87
Parésitos- Eleccion de pareja

(cépula forzada) 1 5.78 037 331

Se muestra la devianza residual, total y el porcentaje de explicacion de cada variable en el modelo.

13. ANEXO 3: Efecto del numero de parasitos sobre la calidad espermatica. Analisis

utilizando el parasitismo como una variable continua

Paquetes espermaticos

No se observo un efecto de la variacion en el numero de parasitos cuantificados en la

segunda medicién del niamero de paquetes espermaticos de los machos parasitados (GLM.
z=1.42, P=0.15; Figura 1; Cuadro 1).
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Figura 1. Relacidn entre el nimero de parasitos de guppies machos y el nimero de paquetes espermaticos después del

tratamiento (n=32).
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Concentracién espermatica

No se observd un efecto de la variacion del nimero de parasitos cuantificados en la
segunda medicién del nimero de paquetes espermaticos de los machos parasitados (GLM.
z=0.61, P=0.53; Figura 2; Cuadro 1).
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Figura 2. Relacidn entre el nimero de parésitos de guppies machos parasitados y la concentracion de espermatozoides
después del tratamiento (n=32).

Movilidad espermatica

No se observd un efecto significativo del nimero de parésitos de los machos en el
porcentaje de movilidad de los espermatozoides de los machos parasitados (GLM. t= 1.42,
P=10.08; Figura 3; Cuadro 1).
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Figura 3. Relacion entre el nimero de parasitos de guppies machos y el porcentaje de espermatozoides méviles después
del tratamiento (n=32).
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Viabilidad espermatica

No se observd un efecto significativo entre el niUmero de parasitos y la proporcion de

espermatozoides vivos de machos parasitados (t=-1.05, P=0.30; Figura 4; Cuadro 1).
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Figura 4. Relacién entre el nimero de parésitos de guppies machos y el porcentaje de espermatozoides vivos después del

tratamiento (n=32).

Velocidad espermatica

Velocidad promedio (VAP)

No se observé un efecto de la variacion del nimero de parasitos cuantificados en la
velocidad promedio de los espermatozoides (VAP) (GLM. t= -1.19, P= 0.24; Figura 5;

Cuadro 1).

Figura 5. Relacidn entre el nimero de parasitos de guppies machos y la velocidad promedio (VAP) después del

tratamiento (n=32).
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Velocidad curvilinear (VCL)

No se observd un efecto de la variacion del nimero de parasitos cuantificados en la
segunda medicion en la velocidad curvilinear de los espermatozoides (GLM, t=-0.70, P=

0.48; Figura 6; Cuadro 1).
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Figura 6. Relacidn entre el nimero de parésitos de guppies machos y la velocidad curvilinear (VCL) después del
tratamiento (n=32).

Morfologia espermatica

Longitud total
Se observo un efecto significativo del numero de parasitos de los machos en la longitud

total de los espermatozoides. Los machos con una menor carga parasitaria tuvieron mayor
longitud total en los espermatozoides (GLM, t= 2.11, P= 0.04; Figura 7; Cuadro 1).
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Figura 7. Relacion entre el nimero de parasitos de guppies machos y la longitud total de los espermatozoides (um)
después del tratamiento (n=32).

Longitud de flagelo

No se observd un efecto significativo de la variacion en el nimero de paréasitos en la
longitud de flagelo de los espermatozoides (GLM, t= 0.33, P=0.73; Figura 8; Cuadro 1).
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Figura 8. Relacidn entre el nimero de parasitos de guppies machos y la longitud total de los espermatozoides (um)
después del tratamiento (n=32).
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Cuadro 1. Cuadro de modelos generalizados para las variables de calidad espermatica de machos del tratamiento

Experimental y su relacion con el nimero de parasitos.

Término g.l. Devianza(X?) P %

Paréasitos-Paquetes

espermaticos 1 3.03 0.15 8.13
Paréasitos-Numero de

espermatozoides 1 0.41 0.53 1.18
Paréasitos-Movilidad 1 0.62 0.08 11.89
Parésitos-Viabilidad 1 0.12 0.30 2.88
Parasitos-VAP 1 0.45 0.24 3.99
Parasitos-VCL 1 0.08 0.48 1.52
Paréasitos-Longitud total 1 0.45 0.04* 1154
Paréasitos-Longitud de flagelo 1 0.01 0.73 0.22

Se muestra la devianza residual, total, el valor de P y el porcentaje de explicacion de cada variable en el modelo.

93



14. PUBLICACIONES

14.1. XX Curso de Bases Biologicas de la Conducta

¢(COLOR O ESPERMA?: EFECTO DEL PARASITISMO SOBRE LA CALIDAD
DE CARACTERISTICAS PRE Y POST COPULA
Luis Enrique Mufioz Atonal®, Fausto René Beamonte-Barrientos®, Palestina Guevara Fiore®
' Maestria en Ciencias Bioldgicas, UATx. * Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, UATx. ®
Laboratorio de Biologia Evolutiva, BUAP.

Las disyuntivas entre dos rasgos que estan en conflicto por recursos son un tema central en
la biologia evolutiva; entenderlas permite conocer los factores asociados a la evolucion de
atributos morfoldgicos, fisioldgicos y conductuales. Ante una infestacion parasitaria
cronica, los hospederos deben asignar mas recursos a funciones de mantenimiento como la
respuesta inmune, la cual involucra una serie de procesos demandantes de energia y
nutrientes especificos que no seran utilizables en funciones reproductivas (e.g. coloracion,
copula, cuidado parental). Consecuentemente, los organismos enfrentan una disyuntiva de
asignacion de recursos disponibles entre la defensa inmune y la reproduccion. A pesar de
que en diferentes taxa se ha documentado una disminucién de la calidad de rasgos
reproductivos en machos parasitados (e.g. menor cortejo), pocas veces se ha puesto a
prueba el efecto del parasitismo simultaneamente en méas de una caracteristica reproductiva,
y particularmente, no se ha estudiado como la disyuntiva entre defensa inmune y
reproduccion determina las caracteristicas que se encuentran bajo diferentes fuerzas de
seleccion sexual. El presente estudio propone evaluar de forma experimental el efecto del
parasitismo intestinal sobre la coloracién y la calidad espermatica de manera simultanea en
machos guppies (Poecilia reticulata).

La coloracion y la calidad espermatica son caracteristicas regidas por seleccion que
opera a dos escalas diferentes: pre y post- cOpula respectivamente. Estudiar rasgos
implicados en procesos pre (i.e. coloracion) y postcopulatorios (i.e. calidad espermaética)
aportard informacion relevante para ampliar nuestro entendimiento sobre la teoria de
historias de vida, ademas de aportar evidencia de como los parasitos intestinales afectan el
éxito reproductivo en machos.

El objetivo de este estudio es poner a prueba el efecto del parasitismo sobre la

coloracion y la calidad espermatica en guppies machos, para lo cual primeramente se
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identificara a nivel de especie el parasito intestinal que infesta a la poblacion de guppies del
presente proyecto, y se desarrollara un método para la inoculacion por via oral de los
huevos del parasito. La carga parasitaria se estudiard en cuatro tratamientos: sin
parasitismo, parasitismo bajo, parasitismo medio y parasitismo alto. Se evaluard la
coloracion (brillo, tono y cromaticidad) y calidad espermatica (morfologia, viabilidad,
movilidad, concentracion y fragmentacion de ADN) entre individuos de los diferentes
tratamientos durante seis meses, en los cuales se evaluara la mortandad y la disminucion
tanto en la intensidad de los ornamentos sexuales (coloracion) como en la calidad
espermatica entre los machos mas y menos parasitados. Se predice que los rasgos
postcopulatorios se afectaran mayormente que los precopulatorios ante una carga
parasitaria mayor ya que evolutivamente se espera que éstos ultimos tengan una seleccion
mas fuerte que los postcopulatorios ya que sin ellos no se podria llevar a cabo la cépula.
Este estudio aportard evidencia novedosa sobre el efecto de las cargas parasitarias
intestinales a mediano plazo en dos rasgos clave para la reproduccion al ser evaluados
simultaneamente. Ademas, el disefio de una técnica de inoculacion directa puede ser de
utilidad para futuros estudios en distintas areas enfocadas en interacciones hospedero-

parésito y parasitologia clinica.
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14.2. XXI Curso de Bases Bioldgicas de la Conducta

EFECTO DEL PARASITISMO EN RASGOS PRE Y POST COPULATORIOS DE
MACHOS GUPPIES

Luis Enrique Mufioz Atonal *, Jorge Vazquez Pérez 2, Palestina Guevara Fiore >

! Maestria en Ciencias Bioldgicas, UATx. ? Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, UATX.
Laboratorio de Biologia Evolutiva, BUAP.

La seleccion sexual es una fuerza que tiende a seleccionar rasgos que funcionan como
sefiales honestas de la condicion de los organismos, ya que implican un costo energético.
Diversos factores, como el parasitismo, reducen los recursos disponibles para diferentes
requerimientos, comprometiendo asi la expresion de dichos rasgos. Estos compromisos
entre diferentes requerimientos se conocen como disyuntivas bioldgicas, y su estudio nos
permite entender los factores asociados a la evolucion de atributos morfolégicos,
fisioldgicos y conductuales, complementando asi la Teoria de Historias de Vida.

La mayoria de los estudios de las disyuntivas reproductivas se han enfocado en
relacionar cdmo un costo para un organismo genera una disminucion en alguno de sus
rasgos sexuales. Por ejemplo, los machos parasitados tienden a ser menos coloridos o a
cortejar en menor frecuencia que los machos sanos. Sin embargo, pocas veces se han puesto
a prueba las disyuntivas medidas simultineamente en mas de una caracteristica
reproductiva. Es por ello que decidimos estudiar como el parasitismo, una de las fuerzas
selectivas més ubicuas en la naturaleza, afecta tres caracteristicas sexuales en machos
guppies (Poecilia reticulata).

En particular, quisimos entender las disyuntivas que se generan a partir del parasitismo
entre rasgos implicados en la seleccién sexual a nivel precopulatorio (comportamiento y
coloracion) y post copulatorio (calidad espermatica). Los guppies son un modelo de estudio
idéneo para este proyecto, ya que sus caracteristicas sexuales se han estudiado ampliamente
debido a que exhiben patrones de variacion cuando se someten a presiones selectivas.

El objetivo de este estudio es determinar si el ectoparasito monogéneo Gyrodactylus
modifica en machos guppies: 1) ElI comportamiento sexual (cortejo, copula forzada,
seguimiento a la hembra y movimiento gonopodial), 2) La coloracion (brillo, tono y
cromaticidad), y 3) La calidad espermatica (morfologia, viabilidad, movilidad y

concentracion). Predijimos que las caracteristicas sexuales medidas sélo disminuiran en los
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machos del tratamiento experimental posterior a su parasitacion, ademas de que las
postcopulatorias se veran mas afectadas que las precopulatorias. Ademas, los machos
parasitados podrian cambiar su comportamiento sexual mostrando menos cortejo (que es
costoso de realizar) y méas copulas forzadas (posiblemente menor demanda energética), que
cuando no estaban parasitados o en comparacién con los machos del tratamiento control.

Se pusieron a prueba dos tratamientos: a) Control, en donde los machos fueron
expuestos a agua sin parasitos, y b) Experimental, en donde los machos fueron expuestos a
agua con cuatro pardsitos, los cuales se extrajeron a través de un cepillado de peces
parasitados. Se midieron los tres rasgos sexuales un dia antes (tiempo uno) y dos semanas
después (tiempo dos) de la exposicion. Para el comportamiento se coloco a cada macho con
un par de hembras de tamafio distinto, y se midi6 la latencia, la frecuencia y duracion de
cortejo, asi como el nimero de copulas forzadas y seguimiento a las hembras usando el
programa JWatcher®.

Para medir la coloracion naranja (Reflectancia, valor de luminosidad, cromaticidad y
matiz) se obtuvieron iméagenes digitales de cada macho utilizando el programa
ColourWorker®. Para evaluar la calidad espermatica, se extrajeron dos muestras de
esperma por cada macho para medir el nimero de paquetes espermaticos, movilidad
(porcentaje de espermatozoides moviles e inmdviles), viabilidad (porcentaje de
espermatozoides vivos y muertos) y concentracion de espermatozoides (numero de
espermatozoides por micro litro). Ademas de los rasgos sexuales, se midio la condicion
corporal de los machos y su mortandad a lo largo del experimento.

Se presentaran los primeros resultados de este experimento (n=10) en el XXI Curso
Bases Bioldgicas de la Conducta. Los resultados que obtengamos en el presente proyecto
seran fundamentales para entender las disyuntivas reproductivas que ocurren
simultdneamente a distintos niveles del éxito reproductivo como consecuencia del

parasitismo.
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14.3. XXI1I Curso de Bases Bioldgicas de la Conducta

EFECTO DEL PARASITISMO SOBRE RASGOS PRE- Y POST-COPULA DE
GUPPIES MACHOS
Luis Enrique Mufioz Atonal*, Dra. Rosalina Maria de Lourdes Reyes Luna, 2, René Beamonte-

Barrientos®, Palestina Guevara-Fiore*

! Maestria en Ciencias Biologicas, UATx. ? Laboratorio de Biologia de la Reproduccion. Facultad
de Ciencias Biologicas, BUAP. % Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, UATx. * Laboratorio

de Ecologia Evolutiva. Facultad de Ciencias Bioldgicas, BUAP.

Generalmente, los efectos del parasitismo sobre la seleccion sexual de machos se estudian
correlacionando la carga parasitaria con la expresion de un rasgo precopulatorio del
hospedero, como la coloracién. Sin embargo, a pesar de que los rasgos poscopulatorios,
como la calidad espermatica, también son costosos, poco interés se ha generado para
entender cémo el parasitismo los afecta. Se esperaria que el costo del parasitismo fuera
igual o méas fuerte para rasgos poscopulatorios que precopulatorios, ya que la inversion
precopulatoria asegura el éxito de apareamiento, mientras que la calidad de los rasgos
poscopulatorios sélo benefician al macho si ya se ha apareado.

El parasitismo compromete multiples rasgos del hospedero, por lo que ademéas de
estudiar diferentes tipos de caracteristicas también es necesario estudiarlas
simultaneamente, de modo que se genere informacion que nos permita interpretar la
resolucion de disyuntivas bioldgicas y asi entender mejor la coevolucién entre hospederos y
parasitos.

Usamos al guppy, Poecilia reticulata, para estudiar el efecto del parasitismo sobre el
esfuerzo de apareamiento (la suma de los cortejos y los intentos de cOpula forzada), y la
calidad espermatica (concentracion espermatica, velocidad, morfologia, viabilidad) de los
machos. Los machos se asignaron a dos tratamientos: 1) Control, en el que machos sanos
fueron inoculados con agua, y 2) Parasitismo, en el que machos sanos fueron infectados con
2 adultos del ectoparasito Gyrodactylus. EI comportamiento sexual de los machos se midio
solamente una vez, posterior al tratamiento, de modo que se compararon machos sanos con
machos parasitados. La medicion de la calidad espermatica se realiz6 dos veces, antes y

después del tratamiento.
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El esfuerzo de apareamiento fue menor en machos parasitados que en machos control
(GLM. g.1.= 5, y>=57.7, % exp. = 14.1, P = 0.001, Figura 1). Ademas, los machos control
no cambiaron ningun aspecto de su calidad espermatica antes o después del tratamiento,
pero los machos parasitados mostraron diferencias posteriores al tratamiento.

En machos parasitados, el nUmero de espermatozoides/pL fue similar antes y despues
de ser infectados (GLMM. Tratamiento: g.I.= 1, y* = 1.34, % exp. = 0.27, P = 0.31, tiempo:
g..=1, x%>=0.02, % exp. = 0.40, P= 0.54, tratamiento x tiempo: g.1.= 1, y 2= 0.04, % exp. =
0.81, P = 0.61. Figura 2), pero su viabilidad (GLMM. Tratamiento: g.l.= 1, x> = 20.5, %
exp. = 1.88, P = 0.001, tiempo: g..= 1, y 2= 10.38, % exp. = 0.95, P = 0.01, tratamiento x
tiempo: g.1.= 1, y > = 53.08, % exp. = 4.88, P= 0.01. Figura 3), velocidad promedio (VAP)
(GLMM. Tratamiento: g.l.= 1, x 2 = 2.47, % exp. = 0.16, P = 0.13, tiempo: g.l.= 1, X? =
2.64, % exp. = 0.17, P=0.001, tratamiento x tiempo: g.l.= 1, XZ =15.28, % exp. = 1.02, P =
0.01. Figura 4), y longitud total (mm) (GLMM. Tratamiento: g.l.= 1, x > = 9.45, % exp. =
1.34, P= 0.01, tiempo: g.1.= 1, > = 5.41, % exp. = 0.77, P = 0.001, tratamiento x tiempo:
gl=1, y = 193, % exp. = 0.27, P = 0.016. Figura 5) disminuyeron, por lo que se
evidencia por primera vez el efecto negativo del parasitismo sobre la calidad espermatica
en guppies.

El hecho de que la cantidad de espermatozoides no se comprometa sugiere que la
espermatogénesis no se ve dafiada por el parasitismo, sino que el dafio en la calidad
espermatica se genera en etapas posteriores del desarrollo de los espermatozoides que
posiblemente son mas costosas para el macho.

En conclusion, evaluamos simultdneamente el esfuerzo de apareamiento (rasgo pre-
copulatorio) y la calidad espermaética (rasgo post-copulatorio) en machos guppies,
encontrando que ambos se ven altamente comprometidos ante el parasitismo.
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Figura 5. Longitud total (mm) de los espermatozoides de los
machos del tratamiento Control (Cajas blancas) y Experimental
(Cajas grises), antes y después de los tratamientos (n=32).
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TRANSMISION DE PARASITOS DE GUPPIES MACHOS A HEMBRAS POR
INTERACCION SEXUAL
Luis Enrique Mufioz Atonal Karla Stephany Martinez Nicolas?, Palestina Guevara-Fiore2
IMaestria en Ciencias Biolégicas, UATx. 2 Laboratorio de Ecologia Evolutiva, Facultad de

Ciencias Biol6gicas, BUAP.

Una disyuntiva que los organismos enfrentan es el contagio por parasitos cuando
interactan sexualmente, ya que la copula es indispensable para el éxito
reproductivo, sin embargo, el contacto con el sexo opuesto puede aumentar el
riesgo de contagio de patégenos, como los paréasitos. A pesar de ello, son pocos los
trabajos que han evaluado la relaciéon que existe entre la interacciéon entre ambos
sexos y la infecciéon parasitaria, y en aquellos que si se han estudiado sus
resultados son contradictorios.

En este trabajo usamos al guppy para evaluar si la preferencia de apareamiento
de los machos afecta la transmision del ectoparésito Gyrodactylus de machos a
hembras. Para ello, realizamos pruebas en las que un macho parasitado (Longitud
estandar (LS): 12.92 £ 2.035 mm. n = 32) interactué libremente con un par de
hembras de diferente tamafio (pequefias: 12.92 £+ 2.04 mm; grandes: 18.42 + 2.04
mm), y registramos los siguientes comportamientos dirigidos a cada una de ellas:
frecuencia de cortejo, frecuencia de intentos de cépula forzada y acercamientos a la
hembra. 24 horas después, se cuantificé el numero de parésitos en cada una de las
hembras, para realizar una correlacion entre los comportamientos del macho y la
carga parasitaria final de la hembra.

Contrario a lo que esperdbamos, los comportamientos sexuales no tuvieron
una relaciéon con la carga parasitaria de las hembras. Sin embargo, los machos
parasitados mostraron muy bajo esfuerzo de apareamiento (frecuencia de cortejos
y copulas forzadas) en comparacion con machos sanos; ademds, no mostraron
eleccion de pareja, un comportamiento que en machos sanos favorece a las

hembras grandes.
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No obstante, al analizar el efecto del tamafio de las hembras sobre la carga
parasitaria, encontramos que las hembras pequefas tuvieron una carga parasitaria
mayor (Numero de parésitos: 1-6, promedio=2.65) que las hembras grandes
(Ntmero de parésitos: 0-4, promedio=1.18), posterior al contacto con un macho
parasitado (Ntimero de parasitos: 2-7, promedio=4.53; Figura 1).

Nuestros resultados sugieren que el comportamiento del macho no facilita la
transmision del parasito, posiblemente porque su actividad sexual es muy baja,
pero la talla de la hembra parece ser un buen predictor del contagio parasitario que
una hembra sufre durante una interaccién intersexual. Es posible que las hembras
que difieren en tamafio, también tengan comportamientos divergentes que
facilitaron la transmision del pardsito del macho. Otra explicaciéon es que las
hembras grandes tengan mayor resistencia a los parasitos, de modo que nuestros
resultados pueden haber medido resistencia al parasito en lugar de una diferencia
de su transmisién. Sin embargo, al menos en los machos experimentales, el 100%
de los individuos que estuvieron en contacto con Gyrodactylus lo mantuvieron 24 h
después de la infeccién, por lo que creemos que nuestra poblacién tiene poca
resistencia a este parasito. Ambas posibilidades deberan ser exploradas en futuras
investigaciones.

El parasitismo impone costos en diferentes rasgos de los organismos, lo que
puede generar una disminucién en la adecuacién del hospedero. Los resultados
obtenidos en este proyecto muestran que las hembras pequefias son maés
susceptibles a parasitarse, lo cual puede tener implicaciones importantes en la
dindmica poblacional generada por el parésito Gyrodactylus.
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Figura 1. NUmero de parasitos en las hembras chicas y grandes expuestas a machos parasitados en
las pruebas de comportamiento (n=64).
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