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Prefacio

Una de las principales implicaciones que tiene el concepto bioldgico de especie
(CBE) es que al definir a la especie como un grupo reproductivamente aislado, supone la
interrupcién del flujo génico con otros grupos (Turelli et al., 2001; Agapow et al., 2004;
Harrison, 2014). Con frecuencia se sefialan, como debilidades de este criterio bioldgico, su
poca aplicabilidad a organismos de reproduccién asexual y la presencia de hibridos en
poblaciones naturales (Agapow et al., 2004). Sin embargo, la hibridacion puede estar res-
tringida a una zona geografica delimitada por un gradiente ecolégico, y los hibridos, no
necesariamente constituyen el flujo genético entre los linajes, particularmente si son in-
viables o infértiles (Buerkle, 2014). Asi, los casos en los que el aislamiento reproductivo es
parcial, podrian constituir una evidencia de que la formacidn de especies es un proceso
gradual de evolucién de barreras intrinsecas al intercambio genético (Futuyma, 1979). El
CBE no es de aplicacion universal. Sin embargo, a pesar de que persiste en la actualidad,
un debate sobre el concepto de especie (de Queiroz, 2005; Harrison, 2014), de que se
cuestiona la operatividad del CBE (Agapow et al., 2004), y de que se han propuesto crite-
rios de definicion alternativos (Coyne,1994; de Queiroz, 2005; Harrison, 2014), el CBE es
aun de amplia aceptacién y es considerado el criterio mas util para el estudio de la evo-
lucién de las especies (Coyne & Orr, 1998). De manera semejante, existe un consenso en
categorizar a la especie como una unidad natural, mds que como un criterio arbitrario y
subjetivo (Coyne & Orr, 1998).

En este contexto, el aislamiento reproductivo constituye un factor que interrumpe
el flujo de genes entre los linajes y favorece la evolucién de las especies (Tyler et al., 2013
b; Buerkle, 2014). Los mecanismos del aislamiento reproductivo pueden actuar antes o
después de la copula. Los precopulatorios incluyen diferencias en ecologia, comporta-
miento, época de reproduccién, y el aislamiento sexual (Coyne & Orr, 1998; Harrison,
2014). Los poscopulatorios, pueden ser precigdticos, si tienen lugar después de la cépula
pero antes de la fertilizacion, o poscigdticos, si actian después de la fertilizacion (Matute
& Coyne, 2010; Harrison, 2014). En este ultimo caso, por ejemplo, tales mecanismos pue-

den producir la inviabilidad o esterilidad de los hibridos. Entre las causas que cominmen-
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te se asocian a la reduccidn en la produccion de hibridos, estan los reordenamientos cro-
mosdmicos, la variacion en los niveles de ploidia y diferencias en alelos (Coyne & Orr
,1998). Los mecanismos poscopulatorios precigdticos han sido menos estudiados, proba-
blemente debido a que su estudio y deteccidon pueden ser mas dificiles (Matute & Coyne,
2010). En este nivel, la accidon de estos mecanismos es criptica, ocurre dentro del cuerpo
de la hembra, durante y después de la cdpula, por lo que los eventos subsiguientes del
proceso reproductivo estan en gran parte bajo la influencia de la hembra (Eberhard, 1996;
2009). Se ha identificado una serie de procesos controlados por la hembra en diferentes
especies, que favorecen la fertilizacién de sus huevos por determinados machos (Eber-
hard, 1996; 2009). Estos mecanismos, incluyen entre otros, el control de la penetracidn,
de la deposicion dptima del esperma, asi como del transporte y el almacenamiento del
mismo; ademads de la produccion y la fertilizacion de los huevos (Eberhard, 1996; 2009).

En la actualidad, la investigacion sobre especiacién se centra en el estudio de ba-
rreras reproductivas poscopulatorias precigéticas (Howard ,1999; Matute & Coyne, 2010).
Uno de los resultados relevantes en este campo, es la evidencia de que la seleccién puede
favorecer algunos de estos mecanismos y originar barreras poscopulatorias entre grupos
cercanos (Howard, 1999; Matute & Coyne, 2010; Tyler et al. 2013a). Particularmente, la
precedencia de esperma conespecifico, puede constituir una barrera reproductiva posco-
pulatoria precigdtica que reduce el flujo génico entre distintas poblaciones o especies (Pri-
ce et al., 2000; Tyler et al., 2013a). Este mecanismo se manifiesta cuando una hembra in-
seminada por dos machos, uno conespecifico y otro heteroespecifico, utiliza preferente-
mente el esperma conespecifico para producir su progenie (Howard, 1999; Price et
al.2000). Este mecanismo se ha documentado en diversas plantas y animales (Howard
,1999). Estos hallazgos, frecuentemente producto de experimentos o ensayos de compe-
tencia gamética, denotan una variedad de manifestaciones de la precedencia de esperma
conespecifica. Si bien el conocimiento sobre este tipo de barrera reproductiva es incipien-
te y, por ello, incompleto, los casos documentados sugieren que los mecanismos que in-
tervienen pueden ser muy variados (Howard, 1999). Asi, la hembra puede poner el ma-

cho heteroespecifico en desventaja por varios mecanismos. Puede que transfiera poca
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cantidad de esperma heteroespecifico durante la copulacidén, o bien que su esperma sea
menos viable o no se almacene bien en el tracto reproductivo de la hembra, o bien que
haya una falta de reconocimiento de esperma heteroespecifico-huevo (Price et al., 2000;
2001).

Drosophila es un género histéricamente utilizado en estudios genéticos. Particu-
larmente, es un grupo ideal para estudios sobre aislamiento reproductivo (Price, 1997,
Price et al., 2000, Price et al., 2001; Dixon et al., 2003). Muchas especies tienen marcado-
res mutantes, lo que facilita el seguimiento del esperma dentro de la hembra. Ademas, es
factible el uso de técnicas para producir machos carentes de esperma o de otros compo-
nentes del fluido seminal (Price, 1997). En el complejo de especies Drosophila simulans se
han logrado determinar tres barreras cripticas a la fertilizacion heteroespecifica (Price et
al., 2001). Cuando hembras D. simulans copulan con machos D. sechellia, se transfieren
pocos espermas aun durante cépulas prolongadas. Por otra parte,las copulas de las hem-
bras D. simulans con machos D. mauritiana, con frecuencia, son muy cortas y no hay
transferencia de esperma. En las que son suficientemente prolongadas para transferir
esperma, solamente una pequefia fraccidon de este esperma heteroespecifico es almace-
nado por las hembras y, ademas, se reduce la cantidad de huevos depositados. De mane-
ra semejante, cuando hembras D. mauritiana copulan con machos D. simulans, se trans-
fiere y almacena esperma en abundancia, pero este se pierde rapidamente del tracto re-
productivo de la hembra. En cruces en los que hembras D. simulas copulan tanto con ma-
chos D. simulans como con machos D. mauritiana, la gran mayoria de la progenie corres-
ponde al macho conespecifico, independiente del orden de los apareamientos (Price et al.,
2000). Los mecanismos propuestos en este caso son el desplazamiento del esperma hete-
roespecifico por el liquido seminal del macho conespecifico, cuando este copula de se-
gundo, y la incapacitacidén del esperma heteroespecifico por el liquido seminal del macho
conespecifico, cuando este ha tenido la primera cépula (Price et al., 2000). Por su parte,
Dixon et al. (2003) encuentran evidencia de una débil precedencia de esperma conespeci-
fica entre dos subespecies de D. pseudoobscura, pero ausencia de este tipo de barrera

reproductiva entre razas de D. melanogaster, concluyendo que en estos grupos el aisla-
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miento se produce por discriminacién de apareamiento y por esterilidad hibrida. Las espe-
cies de grillos Allonemobius fasciatus y A. socius constituyen un interesante caso de in-
teraccién interespecifica. En poblaciones mixtas, los individuos puros predominan y los
hibridos son muy raros (Gregory & Howard ,1994; Howard et al., 2002). Entre estas espe-
cies, el aislamiento precopulatorio es muy reducido. Aunque existe variacién especifica en
el canto, las hembras no lo discriminan, y en experimentos de escogencia de pareja, tanto
los machos como las hembras muestran poca tendencia a aparearse con individuos de su
propia especie (Gregory & Howard ,1994). De igual forma, las barreras poscigoticas entre
estos grupos no son fuertes, lo que se demuestra por la viabilidad y fertilidad de los hibri-
dos obtenidos en cruces interespecificos. Estudios basados en experimentos de compe-
tencia espermatica demostraron la existencia de precedencia de esperma conespecifico.
Cuando hembras de estas especies se cruzan con dos machos, uno macho heteroespecifi-
co y uno conespecifico, la mayoria de la progenie es engendrada por el macho conespeci-
fico, independiente del orden de los cruces (Gregory & Howard ,1994). De este modo,
parece que este es el mecanismo mds fuerte de aislamiento reproductivo identificado
entre estas especies (Howard et al., 1998). Nakano (1985, citado por Howard ,1999) es-
tudio las especies simpatricas de las mariquitas Epilachna vigitioctomaculata vy E. pustulo-
sa. Estos son insectos fitdfagos que habitan plantas huéspedes distintas en el norte de
Japdn, pero con frecuencia se observan formando parejas heteroespecificas en el campo.
Sin embargo, este tipo de cruces produce huevos con muy poca viabilidad y presentan una
tasa de eclosidon muy reducida. Contrariamente, cuando la hembra ha copulado tanto con
un macho conespecifico como con uno heteroespecifico, la tasa de eclosidon de huevos
aumenta a niveles comparables a los de hembras que copularon con dos machos de su
propia especie. Este hallazgo, probablemente, representa un caso de precedencia de es-
perma conespecifica, el cual reduce el impacto negativo de un cruce heteroespecifico
(Howard ,1999). Por otra parte, en invertebrados marinos es frecuente que los eventos
reproductivos se produzcan sin mediar interaccion fisica directa o de comportamiento
entre machos y hembras, limitandose a una interaccion a nivel de la superficie de los

gametos que estan mezclados en el agua (Galindo et al., 2003). Entre este tipo de orga-
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nismos, se ha establecido claramente que esta interaccidon estd mediada por moléculas de
proteinas que participan activamente en la identificacion y la unidn con el huevo. En
erizos de mar, por ejemplo, la proteina del espermatozoide responsable es la bindina.
Modificaciones de esta molécula pueden alterar la interaccién esperma- huevo (Howard
,1999). Recientemente, se ha demostrado precedencia de esperma conespecifico en eri-
zos de mar del género Echinometra. Las especies E. oblonga y Echinometra sp. son muy
cercanas y son interfértiles en el laboratorio; no se han observado hibridos naturales.
Geyer & Palumbi (2005) evaluaron mediante ensayos de fertilizacion competitiva la posibi-
lidad de precedencia de esperma conespecifico, y demostraron que los huevos de ambas
especies tienen una marcada preferencia por el esperma conespecifico cuando estd mez-
clado con el heteroespecifico. Con frecuencia, aun cuando se documenta la existencia de
la precedencia de esperma conespecifico, no es posible concluir que su establecimiento
ocurrié antes de que el proceso de especiacién se completara. En otros estudios, la evi-
dencia indica que la formacién de las especies no ha sido determinada por la precedencia
de esperma conespecifico (Dixon et al., 2003). Por otra parte, en la mayoria de los casos,
los mecanismos que la originan son desconocidos, o bien, su comprensién se encuentra en
etapas iniciales (Howard ,1999).

Las especies de los crisomélidos del género Macrohaltica jamaicensis, y M. crypta
ofrecen una oportunidad para identificar posibles mecanismos que mantienen a sus po-
blaciones aisladas reproductivamente. Estas especies cohabitan en Costa Rica en algunas
de sus plantas hospederas. En el campo se observan con frecuencia apareamientos in-
terespecificos, y en cautiverio producen hibridos viables y fértiles (Eberhard et al., 1993).
En el presente estudio, se presentan los resultados de experimentos disefiados para iden-
tificar posibles mecanismos que pueden favorecer el aislamiento reproductivo entre las

dos especies.
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En formato de articulo cientifico para ser sometido a la Revista de Biologia Tropical

Causas del aislamiento reproductivo en dos especies de Macrohaltica
(Coleoptera, Chrysomelidae)

Rodolfo Achoy
Escuela de Biologia, Universidad de Costa Rica y Universidad Estatal a Distancia, Costa
Rica; rachoym@gmail.com

Resumen

Los crisomélidos Macrohaltica jamaicensis y M. crypta tienen rangos altitudina-
les que se traslapan en Costa Rica. Estas especies comparten algunas de sus plantas
hospederas. En poblaciones mixtas son frecuentes los apareamientos interespecificos,
pero hay una tendencia a los cruces conespecificos. En el campo, los hibridos son raros;
sin embargo, los cruces interespecificos producen hibridos viables en cautiverio. En el
presente estudio, se realizaron cruces para evaluar la existencia de mecanismos de ais-
lamiento reproductivo entre estas especies. Se identificaron varios factores que pue-
den contribuir al aislamiento: menor disposicion para montar la hembra en parejas
heteroespecificas, botada mds pronta de espermatéforos heteroespecificos y prece-
dencia de espermatozoides homoespecificos. Las hembras de M. jamaicensis que copu-
laron con machos de las dos especies, independiente del orden de cépula, produjeron
una progenie mayormente conespecifica. El patrén observado en la produccién de hi-
bridos podria ajustarse a un mecanismo dependiente de la cantidad de esperma o de
diferencias cualitativas de los espermatozoides, que pondrian en ventaja a los conespe-
cificos. El desconocimiento de los rangos de estas especies antes de la alteracién hu-
mana en el ambiente, dificulta discriminar si la evolucion de las diferencias observadas
es un producto incidental de divergencias en aislamiento o el resultado de la seleccién

natural a favor del aislamiento, cuando estas poblaciones estaban en contacto.

Palabras clave: especiacion, aislamiento reproductivo, precedencia de esperma cones-

pecifica, Macrohaltica



Introduccion

El establecimiento de barreras reproductivas constituye una etapa importante
en el proceso de especiacion, pues favorece la diferenciacidn genética entre grupos
cercanos (Harrison, 2014). Asi, la evolucién de mecanismos que interrumpen el flujo
génico, puede contribuir al origen y establecimiento de nuevas especies (Howard
,1999). Este enfoque, derivado del concepto bioldgico de especie, es la base del estudio
del proceso de formacién de las especies, mediante el analisis del aislamiento repro-
ductivo (Coyne ,1992; Peterson et al., 2005;). Esta parece ser una de las razones por las
gue muchos bidlogos evolucionistas lo han adoptado y han centrado la investigacién
sobre la especiacion en el estudio de barreras reproductivas (Coyne & Orr ,1998; Ho-
ward ,1999; Schluter, 2014), para identificar caracteristicas que influyen en el aisla-
miento reproductivo y para comprender el modo de accién de la seleccidn natural. (Fa-
ria et al., 2014; Via ,2002). La seleccién natural puede favorecer indirecta o directamen-
te el aislamiento reproductivo (Schluter, 2014). Este aislamiento puede evolucionar
incidentalmente como consecuencia secundaria de la diferenciacién genética entre
poblaciones. Esta resulta de la accidn de fuerzas selectivas divergentes sobre caracte-
risticas fenotipicas que llevan a la adaptacidn a diferentes ambientes o nichos (Schluter,
2001; Rundle & Schluter, 2004; Schluter, 2009; Via, 2009; Barton, 2010). La seleccién
también puede actuar directamente contra los hibridos, favoreciendo el aislamiento
reproductivo entre poblaciones simpatricas y reduciendo el éxito reproductivo de cru-
ces interespecificos. (Schluter, 2001; Rundle & Schluter, 2004).

En este contexto, la precedencia de esperma conespecifico puede evolucionar
como barrera poscopulatoria precigdtica que reduce el flujo génico y la producciéon de
hibridos entre especies cercanas (Howard, 1999; Geyer & Palumbi, 2005). Este es un
mecanismo criptico, mediante el cual una hembra que ha copulado con machos de mas
de una especie, utiliza preferentemente esperma del macho conespecifico para pro-
ducir la progenie. La precedencia de esperma conespecifica se ha documentado en va-
rios organismos que incluyen, entre otros, a Drosophila (Price, 1997, Price et al. 1999,
2000, 2001), los grillos del género Allonemobius (Gregory & Howard ,1994; Howard et
al. ,1998; Howard et al., 2002), los erizos de mar Echinometra (Geyer & Palumbi ,2005)
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y los escarabajos de la harina Tribolium (Fricke & Arnqvist ,2004). Las investigaciones
han demostrado que la precedencia de esperma conespecifica es un fenémeno fre-
cuente, pero que no es universal (Howard, 1999). Los estudios con especies con poten-
cial de hibridacién amplian el conocimiento sobre la evolucién de la precedencia de
esperma conespecifico y su interaccidn con otras formas de aislamiento reproductivo
(Dixon et al., 2003; Peterson et al., 2011).

Las especies de los crisomélidos del género Macrohaltica, M. jamaicensis, y M.
crypta ofrecen una oportunidad para identificar posibles mecanismos que mantienen a
sus poblaciones aisladas reproductivamente. Las dos especies cohabitan en Costa Rica,
y ocupan un ambito altitudinal traslapado; en el caso de M. crypta va de los 2300 m.
en el Cerro de la Muerte a cerca de 1000 m en San Rafael de Escazu y M. jamaicensis
se ha observado en Cartago, San Isidro de Heredia y San Antonio de Escazu, cercanos a
1400m (Eberhard et al., 1993; Santisteban, 2006). La historia evolutiva de estas espe-
cies de Macrohaltica es dificil de precisar. Debido a que se desarrollan en plantas de
crecimiento secundario, las cuales habitan areas muy alteradas por la actividad huma-
na, no es posible establecer con certeza si evolucionaron en aislamiento y han entrado
en contacto recientemente por la modificacién de sus habitats (Eberhard et al., 1993).
M. crypta se localiza en Gunnera insignis y, ocasionalmente, en Ludwigia sp. (Onagra-
ceae) y M. jamaicensis en varias especies de Ludwigia sp., pero esta ausente en G.
insignis (Eberhard et al., 1993). En esta planta, las larvas de esta especie no se desarro-
llan adecuadamente (Eberhard et al., 1993). En contraste, las larvas y adultos hibridos,
asi como los adultos de ambas especies, sobreviven en cualquiera de estas plantas
(Eberhard et al., 1993). En Ludwigia octovalvis son comunes poblaciones con indivi-
duos de las dos especies, y se observan apareamientos tanto intra como interespecifi-
cos (Eberhard et al., 1993). No se ha documentado la presencia de hibridos en estas
poblaciones, pero estudios de laboratorio han demostrado que hembras de ambas es-
pecies producen progenie viable si son apareadas con machos heteroespecificos
(Eberhard et al., 1993). Las poblaciones de estos insectos suelen ser muy numerosas, a
veces alcanzando varios cientos de adultos en una misma planta. Las hembras ponen

los huevos sobre las hojas y las larvas se alimentan de las hojas de la misma planta. Al
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final de tres estadios larvales, la larva madura se entierra en el suelo y se trasforma en
pupa, de la que emerge el adulto. El ciclo huevo - adulto requiere aproximadamente
seis semanas (Eberhard et al., 1993). Algunas caracteristicas morfoldgicas de los adul-
tos diferencian a estas especies entre si (Eberhard et al., 1993; Santiesteban, 2006).
Las hembras de M. crypta presentan un ligero levantamiento o carina en sus élitros
(Eberhard et al., 1993). El color de los adultos de M. jamaicensis es azul metalico, y M.
crypta es purpura metdlico. El color del adulto es un caracter hereditario, con domi-
nancia del purpura (Eberhard et al., 1993). Asi, este rasgo es util para determinar la
paternidad de la progenie, en cautiverio, cuando la hembra M. jamaicensis ha copula-
do con machos de ambas especies, pues los hijos del M. crypta heredan el color purpu-
ra. Pero, en el campo es dificil distinguir a los hibridos de los M. crypta, con base en su
coloracién. No obstante, los genitales masculinos son distinguibles entre las dos espe-
cies (Eberhard et al., 1993) y también es posible usarlos para identificar si un macho es
hibrido (W.G. Eberhard, comunicacion personal).

El comportamiento copulatorio de estas especies ha sido estudiado en detalle
(Eberhard & Kariko, 1996). El comportamiento durante la cépula es estereotipado y
complejo. Una vez que el macho introduce sus genitales en la hembra, se produce una
serie de movimientos de empuje, cada una seguida por un interludio. En el interludio
después de la primera serie de estos movimientos, se transfiere el esperma y material
del espermatdforo. En la bursa, este material rodea gradualmente la masa de esperma
y, al endurecerse, se estructura el espermatoforo, lo cual ocurre en la segunda serie de
movimientos. El proceso de maduracién de la cola y cabeza del espermatéforo conti-
nua durante el resto de la copulacién. La salida del ducto del reservorio del esperma se
adhiere a la entrada al ducto espermatecal, lo que permite la transferencia de los es-
permatozoides a la espermateca. En todos los casos, la hembra expulsa el espermaté-
foro, lo cual puede ocurrir unos pocos minutos o horas después de finalizada la cépula.
(Eberhard et al., 1993). En el presente estudio se presentan los resultados de experi-
mentos de laboratorio disefiados con el fin de determinar la existencia de mecanismos

de aislamiento reproductivo entre las especies de Macrohaltica.



MATERIALES Y METODOS

Las poblaciones y su ubicacion: Los insectos fueron criados en cautiverio a partir de
adultos y de larvas provenientes de poblaciones naturales. M. jamaicensis fue colecta-
da en Ludwigia octovalvis en las cercanias de San Isidro de Heredia, Costa Rica, en las
siguientes localizaciones: 10°00'60.0"N - 84°02'31.6"W, 10°00'59.9"N - 84°02'31.7"W y
10°01'04.6"N - 84°02'26.1"W. M. crypta fue colectada en Gunnera insignis, al lado de la
autopista 32, San José —Guapiles, antes del Tunel Zurqui, Costa Rica, entre los
10°03'36.0"N - 84°00'29.2"W y los 10°03'03.8"N - 84°00'19.0"W. Si bien, como se des-
cribié en lineas anteriores, los hibridos F1 son de color purpura y podrian confundirse
en el campo con M. crypta, el hecho de que M. jamaicensis estd completamente au-
sente en G. insignis y de que, en cautiverio, tiene un desarrollo muy pobre en esta
planta (Eberhard et al., 1993), permite asumir que esta hospedera mantiene una po-
blacién pura de M. crypta.

Procedimiento general: Se realizaron los experimentos en San isidro de Heredia, a
temperatura ambiente. Todos los insectos, tanto larvas como adultos, fueron alimen-
tados con Ludwigia octovalvis .Estudios anteriores demostraron que las dos especies de
abejones se desarrollan adecuadamente en cautiverio en esta planta (Eberhard et al.,
1993). Las larvas se mantuvieron en frascos de vidrio con ramitas y tallos de la planta, y
cuando alcanzaron la madurez (aproximadamente a los 21 dias de eclosionar del hue-
vo) se trasladaron a recipientes de pldstico con tierra humeda donde se enterraron
para pupar. Una vez que los adultos emergieron, se identificaron por camada y el cruce
del que provenian, y se separaron por sexo y por el color de sus élitros. El color fue
usado como criterio para determinar su origen paterno, pues la progenie conespecifica
porta el color azul y los hibridos, el pudrpura (Eberhard et al., 1993). Los adultos asi se-
parados se mantuvieron en frascos con alimento durante al menos 10-12 dias, con el
fin de que alcanzaran un grado adecuado de madurez y de que algunas estructuras,
como los genitales de los machos, se endurecieran para posteriores estudios. Cada pa-
reja para los experimentos de cruces controlados, se mantuvo con hojas y tallos de

Ludwigia octovalvis en una caja de petri plastica de 100x15 mm, hasta que completara
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el tiempo o el numero programado de cépulas. Posteriormente, la hembra fue aislada
en un frasco de vidrio, donde se le colectd los huevos que puso el resto de su vida. Los
huevos se contaron diariamente y se trasladaron en las hojas o pedazos de tallo en los
gue usualmente las hembras ovopositaron, a cajas de petri o frascos de vidrio con pa-
pel de filtro, donde se mantuvieron hasta su eclosién. Cada 1 o 2 dias se observaron
estos recipientes para mantenerlos libres de contaminacién (con frecuencia las hem-
bras depositan heces sobre las masas de huevos, lo que favorece la propagacion de
hongos) y se humedecié el papel de filtro con un gotero, si estaba seco. En algunos ca-
sos, las hembras pusieron los huevos en el fondo o en las paredes de recipiente, lo que
impidié su traslado al recipiente para eclosion. Durante todas las fases de este estudio,
los insectos se mantuvieron en recipientes ventilados. Finalizado el estudio, los insec-
tos, asi como los espermatéforos se conservaron en alcohol de 70 %, debidamente ro-
tulados.

Cruces controlados: Se cruzaron hembras virgenes M. jamaicensis, de 8 a 10 dias de
emergidas, con dos machos en una de las siguientes combinaciones: primero con un
macho M. jamaicensis, y después uno M. crypta, o bien, primero con uno M. crypta y
luego uno M. jamaicensis. Los dos tipos de cruces se realizaron en forma simultanea
en grupos de 5 o 6 parejas por tipo de cruce, cada 5 -7 dias. Después de cada cépula o
de las cépulas programadas, segln se explica mas adelante, se retird el macho. Para
cada tipo de cruce se realizaron dos ensayos. En uno, la hembra copulé 4 veces con el
primer macho y después una sola vez con el segundo. Si alguna hembra no copulé du-
rante un periodo de observacién de tres horas, fue separada del macho, para comple-
tar el nimero de cépulas al dia siguiente con un macho de la misma especie. En el
otro tipo de ensayo, cada hembra permanecié junto al primer macho hasta la pri-
mera eclosién de huevos. De esta forma, las parejas conespecificas permanecieron jun-
tas entre 7 y 18 dias y las heteroespecificas entre 9y 22 dias, con lo cual se procuré
el llenado de la espermateca con el esperma del primer macho, segln correspondiera.
Una vez retirado el primer macho, la hembra copuld una Unica vez si el segundo ma-
cho era de M. jamaicensis. Si el segundo macho era M. crypta, él permanecié con la

hembra de 6 a 7 dias. Se garantizd asi un incremento de las cépulas heteroespecificas
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en este tipo de ensayo porque los primeros resultados mostraron que una sola cépula
heteroespecifica podria no proveer de una cantidad suficiente de estos espermatozoi-
des que permitiera evaluar alguna posible forma de competencia espermatica. Dado
que siempre, tarde o temprano después de la cépula, las hembras expulsan el esper-
matdforo en el cual el esperma es transferido, es posible determinar las veces que una
hembra ha sido inseminada en cautiverio, contando los espermatéforos expulsados
(Eberhard et al., 1993). También se ha observado que en estas especies algunas cépulas
terminan antes de la eyaculacion (Eberhard & Kariko, 1996). En el presente estudio se
considerd que una cépula ocurrié Unicamente cuando se comprobd la expulsion del
espermatéforo por observacién directa o por la presencia del mismo en la caja de petri.
De igual forma, el apareamiento con el segundo macho se produjo hasta que, retirado
el primero, la hembra ovopositara, con lo cual se asegurd que la vagina estaba libre
de espermatéforos.

Comportamiento reproductivo: Se realizaron observaciones del comportamiento
de parejas conespecificas y heteroespecificas. Cada pareja se mantuvo en una caja de
petri. Una vez copularon, se retird el macho. Si al cabo de tres horas no habian iniciado
la cdpula fueron separados. Se anotaron los siguientes aspectos: el tiempo que tardo el
macho en subirse sobre la hembra, la demora hasta que se produjo la cépula, la dura-
ciéon de esta y el tiempo de expulsion del espermatéforo. Para esto ultimo se revisoé la
caja de petri a los 5, 20 y 120 minutos, después de finalizada la cépula. Si a los 120 mi-
nutos no se habia expulsado el espermatdéforo, se revisé al dia siguiente y se registro el
dato, como mas de 120 minutos,

Las proporciones de engendrados por los dos machos se determinaron de dos for-
mas: la proporcién simple, con base en el total de individuos producidos por el grupo
de las hembras que produjeron crias en cada dia o periodo, y la proporcién promedio,
que es el promedio de las proporciones por cada hembra que produjo crias en cada
dia o periodo. La primera, al basarse en la produccién de todas las hembras, no es re-
presentativa de aquellas con muchos o muy pocos hijos. En la proporcidon promedio,
se calcula con base en la produccién de cada hembra, el efecto de unas pocas hembras

con alta produccidn de hijos tiende a amortiguarse o reducirse. Sin embargo, es nece-
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sario considerar que el promedio de las proporciones, en el segundo método, no refle-
ja informacidn sobre el ndmero de hijos. Asi, por ejemplo, una proporciéon es =1, tanto
si la hembra produjo solo 1 hijo o 200, lo que también podria provocar una distorsion.

Los analisis estadisticos se realizaron utilizando Statistica 6.

RESULTADOS

La paternidad de la progenie producida por las hembras M. jamaicensis insemi-
nadas por machos de las dos especies, M. jamaicensis y M. crypta, fue atribuible en su
mayor parte al macho conespecifico, independientemente de que este fuera el primero
o el segundo en copular.

Cruces cuando el macho conespecifico es el primero en copular: La produccion
de hibridos estuvo relacionada con el nimero de cdpulas heteroespecificas. Cuando
las hembras M. jamaicensis (N=15) copularon 4 veces con un macho conespecifico y
después 1 sola vez con uno M. crypta, toda la progenie (865 adultos) obtenida durante
los 10 dias posteriores a esta cdpula fue conespecifica. Sin embargo, en los experimen-
tos en que cada hembra M. jamaicensis (N=31) se mantuvo con un macho conespeci-
fico hasta la primera eclosién de huevos y luego permanecié junto a uno M. crypta, la
progenie hibrida fue de 0.13 de la totalidad obtenida (N=7577 adultos) contabilizada
desde el primer dia del periodo de cépulas heteroespecificas. (fig.1). Durante los pri-
meros 5 dias de ese periodo con el macho heteroespecifico, la proporcién simple de
hibridos aumento significativamente (Kruskal-Wallis, H(4,N=107)=13,5109, p=0.009;
r=0.3395, p=0,0003, con proporciones simples de hibridos fuertemente significativas
mas altas en los dias 4 y 5 con respecto a los tres primeros (U Mann- Whitney
=872.500, p = 0.0009, en la proporcion simple; pero la diferencia en proporciones pro-
medios era apenas significativa (U Mann- Whitney =284.000, p = 0.05); en esos dos dias
las proporciones hibridas fueron las mas altas de todo el periodo, cercanas a 0.30
(fig.1). A partir de los dias 6 y 7, la progenie hibrida empezd a disminuir, lo cual coinci-
dié con el periodo en que la mayor parte de los machos heteroespecificos (70 % de los
31) fueron retirados de las hembras. Durante todo el periodo posterior al retiro de los

machos heteroespecificos (Fig 2), la variacidon en la proporcion simple de hibridos fue
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ligeramente significativa (Kruskal-Wallis H (29, N=213)=43,01, p=0,045; r=-0,1505,
p=0,028). La proporcién simple de hibridos no varié en el periodo en que las hembras
permanecieron con el macho M. crypta con respecto a después de su retiro (U Mann-
Whitney =13446,00, p = 0.60).

Cruces cuando el macho conespecifico es el segundo en copular: Cuando las hembras
(N= 24) primero copularon 4 veces con un macho M. crypta y luego una sola vez con
uno de su especie, la progenie hibrida fue 0.12 de la totalidad producida (851 adultos)
durante los 8 dias siguientes a la cdpula conespecifica. Durante ese periodo no hubo
variacion significativa en la proporcién de los hibridos (Kruskal-Wallis H (7,
N=67)=10.863, p=0,14). En los experimentos en los que las hembras (N=25) se mantu-
vieron primero con un macho M. crypta hasta la primera eclosién de huevos y luego
copularon 1 sola vez con su conespecifico, solo 15 de las hembras produjeron hijos
después de esta cépula. Las restantes pusieron huevos normalmente pero no eclosio-
naron. A todas se les dio seguimiento durante 20-30 dias después de la ultima eclosion
de huevos, o de la cépula conespecifica, en el caso de aquellas que no tuvieron des-
cendencia después de esa cdpula. Durante ese periodo la proporciéon simple hibrida
fue 0.20 de la progenie total (489 adultos); las hembras produjeron hijos solo durante
los 7 primeros dias posteriores a la cépula conespecifica, y esporadicamente en tres
dias posteriores. No hubo variaciones temporales importantes en la proporcion simple
de hibridos (Kruskal Wallis H (6, N=73) ,2.5655, p=0,86 en 7 primeros dias; H
(9,N=76)=76,p=0,73, todo el periodo).
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Comportamiento reproductivo: Las parejas heteroespecificas mostraron menos
interaccidn entre si que las conespecificas. Un alto porcentaje de machos heteroespe-
cificos no montaron a las hembras. De 121 parejas heteroespecificas observadas uni-
camente 52 machos M. crypta (43 %) montaron a las hembras, de las cuales copularon
Unicamente 17 (33 %). Los machos M. jamaicensis montaron a las hembras mas rapi-
damente (X=13,47 min * 14.52 DE; 0-69, N=64) que los M. crypta (X= 24,95 min *
24,95 DE; 0 — 108, N= 41; U Mann —Whitney = 848,500; p=0,0023). Una vez el macho
montd a la hembra, las parejas conespecificas iniciaron la cpula mas rapidamente (X=
7.57+16,1 min, N=40) que las heteroespecificas (X= 21, 57+29,2, n =6), pero esta dife-
rencia no fue significativa (U Mann-Whitney = 91, p= 0,34). La duracién promedio de la
cépula conespecifica (X=18,09+3,1 min, N=55) es semejante a la observada en otros
estudios (X=18,3 +3 min; Eberhard & Kariko, 1996). La cdpula con los machos M.
crypta fue mas prolongada (X=23,0 3,12 min, N=10; U Mann-Whitney =70,50000,
p= 0,000208). Sin embargo, es semejante a la duracién de la cépula con hembras de su
propia especie (W.G.Eberhard, comunicacién personal). La mayoria de las hembras de
parejas heteroespecificas expulsaron el espermatéforo durante los primeros 5 minu-
tos después de finalizada la cdpula, en tanto que en la mayor parte de las cdpulas
conespecificas, las hembras expulsaron el espermatéforo transcurridos mas de 120

minutos después de finalizada la copula. (Fig. 3; X%=25,9, g.l.=1, p=0.0000).
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Fig.3 Tiempo de expulsion del espermatéforo, en minutos, al finalizar la cépula, con macho M. jamaicensis [
(N=53) y con macho M. crypta | (N=12)
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Tasa de ovoposicidn: Las tasas de ovoposicidn de las hembras M. jamaicensis, después
de la primera copula con el primer macho, o bien conespecifico (X=34,1+12,1 hue-
vos/dia, N= 34) o bien heteroespecifico (X=33,0+10,8 huevos-dia, N= 26), no variaron
significativamente (Mann-Whitney U Test U, Mann-Whitney U Test U= 423, p=0,78).
El tamafio promedio de la camada de huevos después de la primera cépula con el se-
gundo macho, fue un poquito mayor con el macho heteroespecifico (X= 36,3 +11 hue-
vos , N=31) que con el conespecifico (X=30,2 huevos 9,1 N=26; Mann-Whitney U
Test =268, p=0,031), pero esta significancia se pierde si la comparacion se hace para
todos los huevos a partir del retiro de los machos (X=28,8+9,6 N=26 conespecifico,

X=33,3%12,1 heteroespecifico, Mann-Whitney U Test =291, p =0,07).

Discusion

Entre las dos especies de Macrohaltica estudiadas se identifican posibles meca-
nismos, tanto antes como después de la copula, que podrian contribuir a mantener su
aislamiento reproductivo y a perpetuarse como unidades naturales genéticamente di-
ferenciadas (Coyne & Orr, 1998). Estos mecanismos, probablemente en forma aislada
e independiente, no producen un aislamiento completo. Por ello, la seleccidon puede
haber favorecido el desarrollo de varios mecanismos diferentes que reducen el flujo
genético.

La planta huésped es un factor insuficiente para producir un aislamiento comple-
to entre estas especies. La ausencia de M. jamaicensis en Gunnera insignis y su incapa-
cidad para desarrollarse en esta planta, en la cual M. crypta es muy exitosa (Eberhard
et al.,, 1993), reduce las probabilidades de contacto interespecifico. Sin embargo, las
dos especies de Macrohaltica comparten varias plantas hospederas, al menos en
Cuphea y Ludwigia, (Eberhard et al., 1993). En poblaciones mixtas en estas plantas, el
apareamiento en el campo fue sesgado a parejas homoespecificas (Eberhard et al.,
1993). Colectas en el campo sugirieron que los hibridos son raros (W.G. Eberhard, co-
municacién personal). No obstante, como se demuestra en este y en estudios anterio-
res, los cruces interespecificos producen hibridos viables y fértiles en cautiverio. En

otras especies del grupo, Altica fragariae y A. viridicyanea, la preferencia de la planta
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hospedera se ha identificado como el factor principal en el establecimiento de una
barrera del flujo genético, y cada una se ha especializado en una planta huésped distin-
ta (Xue et al., 2009).

En el presente estudio se observaron varios otros mecanismos que pueden con-
tribuir al aislamiento: menos disposicién para montar la hembra en parejas heteroes-
pecificas, botada mads pronta de los espermatéforos heteroespecificos, y precedencia
de espermatozoides conespecificos.

La rapida expulsidon del espermatéforo heteroespecifico por la hembra M. jamai-
censis una vez terminada la cépula es un mecanismo que podria tener como conse-
cuencia que menos espermatozoides sean transferidos al tracto reproductivo feme-
nino. En otros estudios, se observd que, en esta especie, la mayoria de los espermaté-
foros, aun contenian esperma cuando fueron expulsados y solo menos del 10 % esta-
ba completamente vacio en cruces conespecificos (Eberhard & Kariko, 1996). También,
fue observado en ese estudio que, con frecuencia, los espermatéforos que fueron ex-
pulsados rdpidamente al concluir la cépula, presentaban malformaciones (Eberhard &
Kariko, 1996). En el presente estudio, este aspecto no fue especificamente cuantifica-
do. Estos hallazgos evidencian la necesidad de estudiar con detalle los factores que
median en la expulsidon temprana de los espermatodforos en estas especies. La habili-
dad de las hembras para discriminar entre los diferentes machos puede explicarse, en
parte, en términos de las variaciones en la morfologia de los genitales de los machos,
ya sea por ajustarse mas adecuadamente a los de la hembra o por estimularla para un
proceso reproductivo mas eficiente con sus espermatozoides (Eberhard, 1985).

Los resultados de los experimentos fueron consistentes en dos aspectos: al in-
crementarse el nimero de cépulas con M. crypta, la hembra M. jamaicensis usa mas
sus espermatozoides, y una vez que ha copulado con ambos machos, la mayor parte
de la progenie es conespecifica. Este patrén en la produccion de hibridos podria ajus-
tarse a un mecanismo dependiente de la cantidad de esperma, observado en diversos
estudios de hibridacion en laboratorio (Gregory & Howard, 1994), o de diferencias cua-
litativas de los espermatozoides. En el primer caso, a mayor concentracién de esperma-

tozoides heteroespecificos hay mayor produccion hibrida. Estas son barreras en la ferti-
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lizacion que pueden ser superadas con cépulas multiples (Gregory & Howard, 1994).
Este mecanismo podria explicar el patréon observado, en el cual al aumentar el nimero
de cdpulas heteroespecificas se produjo un incremento de hibridos. Por otra parte,
cabe la posibilidad de que diferencias cualitativas entre los espermatozoides de cada
especie disminuyan el éxito de los heteroespecificos. Una menor capacidad de adapta-
cién al medio en el tracto femenino, podria afectar su motilidad, sobrevivencia y viabi-
lidad. Aunque este estudio no abarcé el andlisis de la acumulacién de espermatozoides
por la hembra, la produccién de hibridos después de varios dias del retiro del macho
heteroespecifico sugiere que la hembra conserva algunos de sus espermatozoides. El
patrén observado indica que utiliza espermatozoides de ambos machos, sin esperar a
gue se agoten los conespecificos para usar los otros. Es importante reconocer que el
disefo de este estudio no permite eliminar la posibilidad de que la predominancia de la
progenie conespecifica se deba a que las larvas y pupas hibridas murieron mas que los
estadios inmaduros homoespecificos. Por otra parte, dado que se carece de conoci-
miento sobre el rango de ambas especies antes de la modificacidon del ambiente por el
ser humano (Eberhard et al., 1993), no es posible discriminar si las diferencias docu-
mentadas son productos incidentales de divergencias entre las dos especies que evolu-
cionaron en aislamiento, o si una o varias son producto de la seleccién natural a favor

del aislamiento y que evolucionaron cuando las poblaciones estaban en contacto.
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