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Resumen

En el anfipodo Hyalella azteca las hembras son receptivas durante un
periodo de tiempo corto, después de la muda de su exoesqueleto. Asi que el
macho busca aprovechar esta ventana de tiempo y resguarda a la hembra
esperando la muda durante horas o dias. El inicio y duracion del resguardo
(también llamado amplexo) deriva en un conflicto de interés intersexual
porque sus tiempos 6ptimos difieren entre ambos sexos. El establecimiento
y la duracién del amplexo pueden ser afectados por diversos factores, siendo
la proporcién de sexos uno de los mas importantes. Un estudio previo en
este anfipodo mostré que cuando la proporcion de sexos esté sesgada en
favor de las hembras, y en menor medida, de los machos, la probabilidad de
éxito del amplexo aumenta para el sexo mas raro. En cambio, cuando la

proporcion es equilibrada la probabilidad de éxito del amplexo disminuye.

Como el apareamiento depende de una homogamia de tamano corporal, es
posible que la disminucion en la probabilidad del amplexo sea porque la
disponibilidad de los individuos del sexo opuesto es baja. En este estudio,
desarrollé un modelo de simulacién que evalué midiendo el efecto de la
proporcion de sexos en la probabilidad de amplexo en una poblacion de
H.azteca. El modelo de simulacién se ajusta con precision a los datos
experimentales, confirmando que el sistema de apareamiento concordante
por tamano corporal determina la disminucion de la probabilidad del

amplexo en el anfipodo H. azteca. Por otra parte, la duracién estimada del



amplexo es mayor cuando la proporcién de sexos esta sesgada ligeramente
hacia las hembras. Estos hallazgos pueden explicar en parte las
proporciones de sexos sesgadas observadas en varias poblaciones de

anfipodos acuaticos en la naturaleza.
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1. Introduccién

Los rasgos caracteristicos de las especies han evolucionado y mantenido por
seleccién natural, posiblemente porque confieren a los organismos que los
poseen una mayor capacidad de supervivencia, lo que los vuelve
predominantes en la poblacién (Darwin 1859). En general se asume que los
rasgos morfolégicos y de comportamiento son adaptaciones de las

especies (Fox y Wesneat 2010). Algunos rasgos estan relacionados
exclusivamente con la capacidad de conseguir parejas de apareamiento y
son por lo tanto favorecidos por la seleccion sexual, aunque pueden ser
perjudiciales para la supervivencia del individuo (Darwin 1859). Como
decia, los rasgos pueden ser caracteristicas anatomicas, fisiolégicas y de
comportamiento; esto es, lo que constituye el las caracteristicas generales de

una especie (Krebs y Davies 1993).

El conocimiento del comportamiento reproductivo en Hyalella azteca ain
presenta aspectos por explicar. Un hallazgo reciente en este anfipodo
sugiere que el inicio del resguardo de pareja de apareamiento o amplexo no
es aleatorio (Beristain-Castillo y Cols. 2023). El mismo estudio indica que
cuando la proporcion sexual es pareja, la probabilidad de encontrar a los
individuos en amplexo disminuye. Una explicacién posible tiene relacion
con el apareamiento concordante (los machos grandes se aparean con
hembras grandes y los machos chicos con hembras chicas) que ocurre

comunmente entre crustaceos. Esta condicién puede restringir las



posibilidades de apareamiento.

A continuacion, describo el ciclo de vida de H. azteca, lo que se sabe sobre
su comportamiento de resguardo de pareja, y presento una explicacion de la
disminucién de la probabilidad de encontrar anfipodos en amplexo.
También describo el método que usé para poner a prueba la veracidad de la

explicacion.

2. Sustento teorico

Hyalella azteca (Saussure 1858; Figura 1 y Figura 3a) es un crustéceo
dulceacuicola pequeno (de 4 a 10mm de longitud en los individuos adultos)
del orden amphipoda (Hickman y Larson 2021; Lange y Schram 1999) que
habita en el fondo de aguas quietas o estancadas, tales como los lagos,
lagunas, estanques y pantanos de Norteamérica y Centroamérica (Vainola y
Cols. 2008). Estudios genéticos han demostrado que existe divergencia
genética entre poblaciones de H. azteca, por lo que este anfipodo es
considerado como un complejo de especies con al menos 30 de ellas con
fenotipos similares, pero con genotipos diferentes (Duan y Cols. 2000; Witt

y Cols. 2006).



Figura 1. Ejemplares de H. azteca del laboratorio de Ecologia de la
conducta, BUAP.

Las hembras de los anfipodos en general son receptivas sélo durante un
periodo corto de tiempo. El periodo receptivo de las hembras ocurre entre
la muda del exoesqueleto y la ovulacién (periodo que varfa de unos minutos
hasta algunas horas, dependiendo de la especie (Borowsky 1986; Sheader
1983)) por lo que los machos, quienes generalmente son sexualmente activos
en todo momento, han adoptado una variedad amplia de estrategias de

resguardo de pareja para asegurar la paternidad de las crias (Conlan 1991).

Una estrategia de resguardo de pareja en los anfipodos es el amplexo, el
cual consiste en la sujecion de la hembra por parte del macho. Puede
prolongarse por horas o incluso dias, hasta la muda del exoesqueleto de la

hembra cuando ambos individuos pueden copular. Los anfipodos que



presentan este comportamiento estan clasificados como crustaceos
acarreadores acuaticos (Conlan 1991). H. azteca presenta este rasgo y
diversas aproximaciones, tanto tedricas como experimentales, han sido
utilizadas para estimar la duracién del amplexo. Los factores
desencadenantes del amplexo, estan relacionados con el ciclo reproductivo
femenino y la capacidad de eleccién de pareja reproductiva de ambos

sexos (Jormalainen 1998).

2.1. Ciclo de vida de H. azteca

La reproduccién de H. azteca es obligatoriamente sexual. Las crias de H.
azteca pasan por 7 fases intermuda o instar con una duracién total de 25-40
dias, donde crecen antes de alcanzar la etapa adulta (Othman y Pascoe
2001). Una vez alcanzada la madurez sexual, la duracién del ciclo intermuda
es diferente para machos y hembras (entre 8-40 dias para los machos y
entre 9 a 16 dias para las hembras) y depende de factores ambientales del
agua que habitan tales como la temperatura, el pH, nivel de oxigeno y la
disponibilidad de alimento (Cooper 1965; Strong 1972). Ademas, la
duracion del periodo intermuda, el periodo de incubacion y la duracion del

amplexo pueden todos diferir entre poblaciones (Strong 1972) (Figura 2).



amplexo (1-7 dias)
periodo intermuda o instar (9-16 dias)
incubacién (7-14 dias)

liberacién de las crias

tiempo

Figura 2. Esquema del ciclo reproductivo tipico de las hembras de H.
azteca. las duraciones observadas de los distintos componentes del ciclo
estan indicadas entre paréntesis. Tomado y modificado de Strong 1973.

Los anfipodos acarreadores acuaticos presentan dimorfismos sexuales. Por
ejemplo, la longitud corporal y el segmento distal del segundo par de
gnat6épodos son mayores en los machos que en las hembras (Conlan 1991).
En H. azteca estos dimorfismos aparecen en la etapa adulta. En la Figura 3
muestro un dibujo de la diferencia morfologica entre los gnatopodos de
machos y hembras de H. azteca, y algunos ejemplos de esta diferencia en

otros crustaceos acarreadores acuaticos.

H. azteca puede ser cultivada en condiciones seminaturales de laboratorio
como se ha conseguido hacer en el laboratorio de Ecologia de la Conducta
del Instituto de Fisiologia de la BUAP, donde actualmente hay una
poblacién estable. En estudios anteriores con esta poblacion se estimo una
proporcion de sexos ligeramente sesgada hacia los machos

(machos/(machos + hembras) = 0.537), una longitud corporal de 5.63 £
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Figura 3. Comparacién de la forma del gnatépodo entre machos y hembras
de crustéceos acarreadores acudticos. En los paneles 3a y 3b muestro un
dibujo de H. azteca y la diferencia del segundo par de gnatépodos,
respectivamente. El gnatépodo del macho juvenil se parece al de la hembra
hasta la etapa adulta cuando se diferencian uno del otro. En el panel 3c
muestro de arriba abajo la comparacion de los gnatopodos en:
Eulimnogammarus obtusatus, Echinogammarus marinus, Hyale nilssons,
Allorchestes angusta y Melita nitida. Tomado y modificado de Conlan 1991
y Saussure 1858.
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0.08 mm (promedio + desviacién estdndar del promedio) para los machos
adultos y una longitud corporal de 4.91 £ 0.08 mm para las hembras

adultas (Beristain-Castillo y Cols. 2023).

2.2. Comportamiento de resguardo de pareja en H.

azteca

Conflictos de interés intrasexual e intersexual se generan en torno al
comportamiento de amplexo. El conflicto de interés intrasexual surge
porque las hembras son un recurso reproductivo escaso y valioso; las
hembras solo tienen una oportunidad para ser fertilizadas a lo largo de un
ciclo reproductivo, ademas de que invierten recursos incubando los huevos
fertilizados, a diferencia de los machos que pueden reproducirse casi
permanentemente sin invertir recursos en la progenie (Trivers 1972). Las
hembras, al ser un recurso reproductivo escaso, provocan que los machos
compitan entre si resguardandolas o incluso, desplazando a otros machos en
amplexo (Jormalainen 1998). El conflicto de interés intersexual ocurre
porque la restriccién mecanica ocasionada por el amplexo podria impedir
realizar actividades diversas (e.g. forrajear, evadir depredadores, buscar
més parejas, etc.) de manera diferencial entre ambos sexos, por lo que el
momento éptimo de iniciacién del amplexo difiere entre ellos (Jormalainen
1998). Esto explica el hecho de que las hembras de varias especies de

crusticeos acarreadores acudticos (incluida H. azteca) muchas veces
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rechazan los intentos de amplexo de los machos (Jormalainen 1998; Strong

1973).

Existen numerosos modelos tedricos que intentan predecir el momento
optimo del inicio del amplexo. Sin embargo, la mayoria de ellos asumen un
papel pasivo para las hembras o condiciones que no ocurren en la
naturaleza (Jormalainen 1998). En 1996 fue propuesto un modelo en
términos de un compromiso intermedio entre machos y hembras para
resolver el conflicto respecto del inicio y duracién del amplexo (Yamamura
y Jormalainen 1996). Tal modelo asume la capacidad de los machos para
determinar el estado reproductivo de las hembras, cuando el ciclo de muda
en la poblacién es asincronico. La prediccién principal del modelo fue que
existen dos factores predominantes en la determinacion del inicio del
amplexo: la fuerza fisica relativa de cada individuo en la pareja, y la

proporcion de sexos.

La proporcion de sexos parece ser un factor critico en el establecimiento del
amplexo. En un trabajo previo (Beristain-Castillo y Cols. 2023) se hallé que
cuando la proporcién de sexos se acercaba a 0.5 (mismo nimero de machos
que de hembras) la probabilidad de observar amplexos disminuia. En
cambio, cuando la proporcién estaba sesgada hacia las hembras, y en menor
medida hacia los machos, la probabilidad de hallar amplexos aumentaba

para el sexo mas raro. Una explicacion posible tiene relacion con el

12



apareamiento concordante por tamano corporal (i.e. machos grandes se
aparean con hembras grandes y machos chicos con hembras chicas); si hay
un sesgo en la proporciéon de sexos, es mas probable que los crustaceos del
sexo mas raro encuentren una pareja del tamano adecuado con la cual
formar amplexo. Los autores encontraron que las hembras de H. azteca
siempre aceptaban a machos con una longitud corporal de 0.72mm mayor
que la longitud corporal de ellas, y muy rara vez aceptaban a machos mas
pequenos que ellas. Los autores no manipularon la proporcion de sexos, por
lo que atn se desconoce si este factor es un elemento critico en la
probabilidad de hallar amplexos. La Figura 4 y la Figura 5 ilustran la
hipétesis de la proporcién de sexos como un factor determinante en la

probabilidad de encontrar amplexos.

La formacion del amplexo sigue un patrén de apareamiento concordante
respecto del tamano corporal. Es una tendencia en los crustaceos
acarreadores acuaticos, aunque no se sabe con certeza su causa (Conlan
1991). Una explicacién posible podria ser la de una restriccién mecénica
para conseguir el amplexo como se ha demostrado que sucede en el
anfipodo Gammarus puler (Adams y Greenwood 1983). Ademas, es
importante tomar en cuenta que el aumento en el tamano corporal de las

hembras esta asociado con su madurez sexual y con el nimero de huevos
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Figura 4. Proporcién de sexos sesgada. En la figura muestro una poblacién de
H. azteca con una proporcion de sexos sesgada hacia las hembras en donde
el macho (sexo raro) tiene suficientes parejas potencialmente concordantes
para aparearse (indicadas con flechas negras). Lo mismo ocurrirfa en una
poblacién sesgada hacia los machos.

que puede poner (Othman y Pascoe 2001), por lo que el beneficio de buscar

hembras grandes para reproducirse se vuelve evidente para los machos y

hace mas dificil separar las causas del apareamiento concordante.
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Figura 5. Proporcion de sexos equilibrada. En la figura muestro una pobla-
cion de H. azteca con una proporcién de sexos equilibrada en donde solo al-
gunas parejas pueden formarse (indicadas con flechas negras) y otras estarfan
impedidas de hacerlo (indicadas con flechas rojas) por la falta de tamanos
concordantes.

3. Pregunta de investigacion

Con base en lo anterior es relevante preguntar ;Por qué el éxito en el
establecimiento de amplexo disminuye cuando la proporcién de sexos se

acerca a 0.57

4. Hipodtesis y predicciones

Hipoétesis: La proporcion de sexos modula el éxito del amplexo por medio
del apareamiento concordante. Si esta hipdtesis es veraz, esperaria

encontrar que:

I. Cuando la proporcién de sexos esté sesgada, los individuos del sexo

15



II.

Exito del amplexo
Frecuencia

s

0 0.5 1 0 0.72mm  1.4mm
Proporcion de sexos Diferencia de tamanos corporales
(a) Prediccién 1 (b) Prediccién 2

Figura 6. Predicciones

raro tendran concordancia con més individuos del sexo opuesto, por

lo que serd méas probable que encuentren pareja (ver la Figura 6a).

Los individuos mas dispares en tamano corporal respecto del sexo

opuesto tendran una probabilidad menor de formar amplexo (ver la

Figura 6b).
5. Objetivos
5.1. Objetivo general

Determinar el efecto de la proporcion de sexos en el éxito del amplexo del

anfipodo H. azteca.

16



5.2.

6.

Objetivos particulares

. Desarrollar un modelo de simulacién que muestre la consistencia de la

hipétesis tomando en consideracion el apareamiento concordante por

tamano corporal;

. Establecer un procedimiento experimental para determinar un criterio

de seleccién objetivo de anfipodos adultos e identificar el sexo de los

mismos;

Emplear un método de medicién preciso para determinar la longitud

corporal de los anfipodos experimentales;

Establecer un arreglo experimental que facilite la observacién de los

crustaceos experimentales;

Manipular la proporcién de sexos de los anfipodos adultos en un

rango amplio;

Ajustar el modelo de simulacion a los resultados experimentales

Material y métodos

Para el estudio planteé hacer un modelo de simulacién y una serie de

observaciones experimentales para ponerlo a prueba. A continuacién

presento la descripcion de este modelo; y enseguida presentaré la parte

experimental:

17



6.1. Modelo de simulacion

El modelo simula el apareamiento concordante utilizando distribuciones de
probabilidad. La formacién del amplexo puede ser vista mediante una
distribucién binomial, porque se forma (“éxito”) o no se forma (“fracaso”)
aquél. Los parametros de una distribucién binomial son el niimero de
ensayos (n € N) y la probabilidad de éxito de cada ensayo (p €

[0,1]) (Meester 2008). Para estimar el parametro 'n’ utilicé la cantidad de
individuos del sexo raro (e.g. si hay 3 machos y 7 hembras entonces n = 3).
Para estimar el parametro 'p’ hice una estimacion de 11 valores que
cubrieran el rango de la proporcién de sexos a simular (ver mas abajo).
Hice la estimacién de 'p’ utilizando informacién descrita en el articulo de

Beristain-Castillo y Cols. 2023.

La probabilidad de que ocurra amplexo ('p’) se puede estimar comparando
los tamanos de los anfipodos. Los tamanos de los anfipodos de H. azteca se
distribuyen de forma normal. En las pruebas piloto el tamano estimado de
los machos fue de 5.47mm =+ 0.58mm (promedio £ desviacién estandar) y el
de las hembras fue de 4.96mm =+ 0.65mm. Con estos datos simulé muestreos
de tamanos corporales de anfipodos con un generador de niimeros aleatorios
en R (R Core Team 2024). La evidencia previa indica una diferencia de
tamano corporal promedio para los anfipodos en amplexo de 0.72mm
(tamafio del macho - tamano de la hembra) (Beristain-Castillo y Cols.

2023). Para incorporar esta informacién al modelo, fijé en p=0.5 la

18



probabilidad de éxito del amplexo cuando la diferencia de tamano corporal
de una pareja de anfipodos era de 0.72mm y de p=0.05 cuando la diferencia
era de 0.72mm =+ 0.72mm; Asigné una probabilidad diferente a cada
diferencia de tamanos posible utilizando estas dos referencias en una curva
de densidad de probabilidad, similar a la propuesta para la segunda

prediccién (Figura 6b).

Considerando que cada individuo del sexo raro se puede emparejar con un
solo individuo del sexo opuesto en un momento determinado, en una
poblacion formada por 'x’ anfipodos machos y 'y’ anfipodos hembras, el
nimero de emparejamientos diferentes para esta poblacién se puede obtener
mediante variaciones sin repeticién (Wilhelmi 2004). Sin embargo, si el
apareamiento concordante por tamano determina la formacién del amplexo,
algunos emparejamientos tienen mas probabilidades de formar amplexos, y

por lo tanto, de ocurrir.

Con esta informacién desarrollé un algoritmo (ilustrado con una simulacién
de ejemplo en la Tabla 1) para estimar el pardmetro 'p’ descrito

anteriormente. El algoritmo es el siguiente:

1. Obtencién de muestras de anfipodos machos y hembras con base en

las estimaciones descritas arriba;

2. Comparacién del tamano de todas las hembras con el tamano de

todos los machos para obtener las diferencias respectivas;

19



Tabla 1. Ejemplo de una simulacion.

Macho 1 Macho 2 Macho 3

4.55mm 5.92mm 6.08mm
Hembra 1 Diferencia = 0.50mm  Diferencia = 1.87mm Diferencia = 2.03mm
4.05mm p = 0.357 p = 0.037 p = 0.02
Hembra 2 Diferencia = -0.6bmm Diferencia = 0.72mm Diferencia = 0.88mm
5.20mm p = 0.0007 p = 0.5 p =041
Hembra 3 Diferencia = 0.59mm  Diferencia = 1.96mm Diferencia = 2.12mm
3.96mm p = 0.43 p = 0.0006 p = 0.0002

Nota: para esta simulaciéon de tres anfipodos macho y tres hembras
(proporcién de sexos = 0.5) el emparejamiento mas probable es el del macho
1 con la hembra 3, el macho 2 con la hembra 2 y el macho 3 con la hembra 1.
El resultado de esta simulacion es el promedio de tres probabilidades: 'p’ =
0.316. Notese que el emparejamiento es sin reemplazo porque una hembra
no puede emparejarse con dos machos al mismo tiempo, ni un macho puede
emparejarse con dos hembras al mismo tiempo.

3. Transformacion de estas diferencias de tamanos en probabilidades, de

acuerdo con los criterios mencionados arriba;
4. Seleccion del emparejamiento mas probable;

5. Obtencion del promedio de las probabilidades del amplexo para cada

pareja en este emparejamiento.

El algoritmo fue simulado por computadora, y para estimar con precision el
valor del pardmetro 'p’ repeti la simulacién 10000 veces para cada valor del
rango de la proporcién de sexos descrito en la Tabla 2 (110000 simulaciones

en total). Escribi las instrucciones para simular el algoritmo por
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computadora usando el software R version 4.3.2 (R Core Team 2024) junto

con R Studio, versién 2023.06.1 (RStudio Team 2024).

6.2. Parte experimental
6.2.1. Animales de estudio

Para el estudio utilicé una muestra de 924 anfipodos adultos de la especie
H. azteca (462 machos y 462 hembras). Obtuve esta muestra de la
poblacién que actualmente tenemos en cautiverio en el laboratorio de
Ecologia de la Conducta del Instituto de Fisiologia de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla. La poblacién esta repartida en 5 peceras
(blem x 26cm x 30cm) con agua destilada reconstituida con sales y
minerales esenciales para el crecimiento de los anfipodos. El fondo de las
peceras es cubierto con grava como sustrato, musgo acuatico; ademas crecen
en ellas planarias pequenas y caracoles de agua dulce. Las peceras tienen un
filtro con un flujo intermitente de aire a través de una piedra difusora que

mantiene el agua con un nivel adecuado de oxigeno disuelto ( > 80 %).

Los anfipodos son alimentados ad libitum con diversas frutas y verduras
tales como manzana, mango, zanahoria, calabaza y pepino. Semanalmente
se hacen restituciones parciales del agua de aproximadamente 4 litros del
volumen total. El agua de las peceras se mantiene a una temperatura de

entre 18°C a 22°C y un pH que varfa en un rango de 7.0 a 7.7. El acuario
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donde se encuentran los anfipodos permanece con un fotoperiodo de 12h

(las luces se encienden a las 7:00 h).

6.2.2. Seleccion de los anfipodos

Los anfipodos pueden ser clasificados como adultos o juveniles por su
tamano corporal. Es importante advertir que la utilizacién de un
procedimiento de clasificacion por tamano puede sesgar la proporcion de
sexos de las muestras hacia los machos, debido a que las hembras son en
promedio mas pequenas que los machos (Ewers-Saucedo 2019). Sin
embargo, puesto que manipulé la proporcién de sexos para los
experimentos, dicho sesgo de muestreo fue irelevante para este estudio;

Utilicé un criterio de selecciéon por tamano para obtener anfipodos adultos.

Es posible separar a los anfipodos por tamanos con un procedimiento de
tamizado. Utilicé dos tamices: uno con un tamano de malla de 600pm y
otro con un tamano de malla de 250pm. Dispuse ambos tamices en serie y
consideré como adultos a aquellos anfipodos que permanecian en el tamiz
con tamano de malla de 600pm (i.e. anfipodos grandes). El resto de
anfipodos, los que eran suficientemente pequenos como para pasar hacia el
siguiente tamiz, los descarté de los experimentos y los devolvi a las peceras
de cautiverio. De esta forma apliqué un criterio confiable y reproducible
para seleccionar solo anfipodos adultos. En la Figura 7 muestro fotografias

que ejemplifican este criterio de seleccion.

22



-----

.......

(a) Anfipodos adultos (b) Anfipodos juveniles

Figura 7. Seleccion de crustaceos adultos. En la fotografia 7a se pueden
observar los anfipodos adultos atrapados en el tamiz con tamano de malla
de 600pm. En la fotografia 7b se pueden observar los anfipodos juveniles de
menor tamano (senalados con flechas rojas).

6.2.3. Sexo de los anfipodos

Como mencioné en la seccién del sustento tedrico, H. azteca presenta
dimorfismo sexual en los caractéres sexuales secundarios al alcanzar la
etapa adulta (Figura 3b). Hice la identificacién del sexo de los anfipodos

con la ayuda de un microscopio estereoscépico (Zeiss™ stemi 2000-c).

6.2.4. Medicion de los anfipodos

El microscopio estereoscopico esta equipado con una reticula de medicion.
Asi que solo tuve que fotografiar a los anfipodos bajo el microscopio desde
una vista lateral y usar la reticula como una referencia del tamano corporal.
Con las fotografias y el programa ImageJ (versién 1.54d Schneider y Cols.

2012) hice la medicién del tamano de cada anfipodo: la longitud de la base
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(a) Calibracién de la reticula (b) Medicién del tamano de un anfipodo

Figura 8. Procedimiento de medicién del tamano de los anfipodos. En la
fotografia 8a muestro la calibracion de la reticula de medicion. Los niimeros
indican milimetros, por lo que la reticula mide 5mm x Smm. En la
fotografia 8b ejemplifico la medicién de un anfipodo.

del telson a la base de las antenas. En la Figura 8 describo con fotografias

el proceso de la medicién.

6.2.5. Diseno experimental

Para poner a prueba el modelo de simulacién varié la proporcion de sexos.
Utilicé un disefio experimental de bloques aleatorizados (7 bloques) y
realicé los experimentos entre septiembre del 2023 y febrero del 2024. Cada
bloque experimental contenia 11 tratamientos experimentales diferentes,
correspondientes a las proporciones de sexos descritas en la Tabla 2
Coloqué cada grupo experimental de anfipodos en tanques de vidrio de
20cm x 17cm x 17cm con condiciones de mantenimiento similares a las de

las peceras de cautiverio. En la Figura 9 muestro el arreglo espacial que
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Tabla 2. Tratamientos experimentales.
Tratamientos

Cantidad de machos 1 2 10 11

Cantidad de hembras 11 10 2 1
Nota: para manipular la proporcion de sexos para los tratamientos, coloqué 1
macho con 11 hembras, 2 machos con 10 hembras y asi sucesivamente hasta
11 machos con una hembra. Esto implica que utilicé un rango amplio de
proporciones de sexos, desde una proporcién muy sesgada hacia las hembras
hasta una proporciéon muy sesgada hacia los machos. Recordar que usé las
mismas proporciones de sexos para el modelo de simulacién.

utilicé.

Se ha descrito que factores como el pH, nivel de oxigenacion, la
temperatura, iluminacién y los cambios estacionales pueden influenciar el
ciclo reproductivo de H. azteca (Kruschwitz 1978; Othman y Pascoe 2001;
Strong 1972). Para disminuir los efectos de tales factores, que no eran de
interés para este estudio, mantuve el nivel de oxigenacién del agua (89 % =+
1%), el pH(7.9 £ 0.1), y la iluminacién(~ 530lumens) dentro de limites

reducidos.

6.2.6. Recolecciéon de los datos

Cada bloque experimental tuvo una duracién de 7 dias divididos estos en

tres etapas:

1. La primera etapa (dia 1) consistié en colocar a los anfipodos en los
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(b) Condiciones de un tanque experimental

Figura 9. Configuracién espacial de los tanques experimentales. Coloqué los
tanques experimentales, uno al lado del otro, en un estante ubicado en un
cuarto aislado (fotografia 9a). Puse a los tanques experimentales con los
tratamientos correspondientes en una secuencia elegida aleatoriamente.
Cada tanque experimental contenia un sustrato de papel filtro blanco en el
fondo, rocas claras, musgo acuético y alimento (un trozo pequeno de
zanahoria), ademés de una roca de difusién con aireacién intermitente para
oxigenar el agua. Los tanques experimentales estaban forrados con papel
Kraft en tres de sus lados para evitar la interferencia visual contigua y
externa. La iluminaciéon del cuarto estaba controlada a 12 horas, como en el
acuario.
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6.3.

tanques experimentales y esperar hasta el siguiente dia para que se

aclimataran a la condicion novedosa;

. En la segunda etapa (dias 2-6) un observador voluntario, ajeno a la

investigacion, registré el nimero de crustaceos y amplexos observados
en cada tanque experimental usando una técnica de muestreo por
escaneo instantaneo (Martin y Bateson 2007). Los muestreos fueron
realizados tres veces al dia, en horas elegidas aleatoriamente entre las
7 hrs y las 18 hrs. Después de cada observacion, me encargué de
medir la temperatura del agua de 4 tanques elegidos estos
aleatoriamente. Asi mismo, si habia anfipodos muertos los retiraba

para registrar su sexo y tamano corporal.

La tdltima etapa (dfa 7) consistié en retirar a los anfipodos de los
tanques experimentales, contar los amplexos existentes, medir los
tamanos de los anfipodos (sueltos y en amplexo) y registrar el estado
reproductivo de la hembra (presencia de huevos y nauplios).
Reubicaba a los anfipodos utilizados en una pecera aislada para

asegurarme de no volver a utilizarlos en los experimentos siguientes.

Analisis de los datos

Para el andlisis estadistico de los datos usé las siguientes variables:

= Variable independiente: la proporcion de sexos.
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» Variable dependiente: el éxito del amplexo (el nimero de parejas

encontradas / el nimero de parejas posibles), y su duracién.

= Covariables: bloque experimental, dia de observacion, nimero de

observacion, posicion del tanque experimental y temperatura del agua.

Para el modelo de simulacion usé una distribucion binomial, que luego

ajusté a los datos observados.
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7. Resultados

Como ya describi en la parte de los materiales y métodos, este estudio
incluy6 una parte tedrica y otra parte experimental. Ambas partes
muestran consistencia con la hipotesis propuesta, pues el modelo se ajusta
adecuadamente a los datos. A continuacién presentaré los resultados

obtenidos.

7.1. Resultados del modelo de simulacion

La hipdtesis del apareamiento concordante (Figura 4 y 5) y el modelo de
simulacion son consistentes entre si. Las estimaciones del éxito del amplexo
confirman que hay una reduccién de éste cuando la proporcion de sexos se

acerca a 0.5. En la Figura 10 ilustro el resultado.
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Figura 10. Estimacion del éxito del amplexo. El modelo obtenido muestra
consistencia con la primera prediccién de la hipotesis por la forma de la
curva.

El éxito del amplexo depende del contexto social de los anfipodos. Para
evaluar el efecto del contexto social clasifiqué las simulaciones en 9 tipos, de
acuerdo con el tamano de los anfipodos simulados, como lo muestro en la
Figura 11. Aunque el éxito del amplexo sigue el mismo patrén en los 9 tipos
de simulaciones, el contexto social en los grupos de anfipodos dispares
(panel superior derecho e inferior izquierdo) tienen una disminucién franca
en el éxito del amplexo. El contexto social entonces podria favorecer una

seleccién estabilizadora respecto al tamano corporal de los anfipodos.
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Figura 11. Contexto social en los anfipodos simulados. Para separar a los
anfipodos en grandes, medianos y pequenos utilicé lo siguiente: Para ambos
sexos, consideré como anfipodos medianos a los anfipodos con un tamano
igual que el promedio £+ media desviacién estandar; cualquier valor menor
al limite inferior de este intervalo correspondé a anfipodos pequenos y
cualquier valor mayor al limite superior de este intervalo correspondio a
anfipodos grandes. En las columnas estdan representados los tamanos de los
machos y en las filas estan representados los tamanos de las hembras. La
linea roja sirve como referencia (arbitraria) para observar la disminucién
franca en el éxito del amplexo cuando los tamanos corporales de las
poblaciones de anfipodos son dispares.

7.2. Resultados experimentales
7.2.1. Descripciones de los anfipodos utilizados
En la Tabla 3 se encuentra una descripcién general de los anfipodos usados

en este estudio. Al final de los experimentos encontré 878 anfipodos vivos
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(95 %) de los 924 utilizados en este estudio. Los anfipodos tienen una
esperanza de vida de aproximadamente 185 dias (Othman y Pascoe 2001),
por lo que la mortalidad observada (5 %) durante los experimentos pudo
haber ocurrido por causas naturales. La cantidad de machos hallados
muertos fue de cercana al doble que la cantidad de hembras halladas
muertas (29 machos muertos contra 17 hembras muertas) lo que indica una

mortalidad diferencial entre los sexos.

Tabla 3. Descripcion general de los crustaceos experimentales.

Sexo Tamano Coeficiente Tamano Tamano Muertos
promedio de variacién minimo maximo

Machos 6.78mm 14.5% 3.96mm  10.42mm 29

(n = 462)

Hembras  6.34mm 13.7% 4.28mm  899mm 17

(n = 462)

Del ntimero total de anfipodos hallados vivos al concluir el estudio,
encontré 272 de ellos (31 %) en amplexo; 136 machos y 136 hembras. Por
otra parte la diferencia promedio observada en el tamano corporal de los
anfipodos en amplexo fue de 0.45mm. Aunque esta diferencia promedio no
es la misma que la reportada en la literatura, sigue el mismo patrén de
apareamiento concordante por tamano. Aunque las hembras grandes hacen

amplexo con machos grandes y las hembras chicas lo hacen con machos
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chicos, los machos generalmente son mas grandes que las hembras. La
distribucion obtenida de las diferencias de tamano corporal indica que es
poco probable encontrar anfipodos en amplexo con tamanos corporales

dispares (Figura 12).
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Figura 12. Frecuencia relativa de las diferencias de tamano corporal de
parejas en amplexo. La diferencia promedio fue de 0.45mm. Se puede
apreciar que es mas probable que los machos grandes (valores por arriba de
0) formen amplexo con hembras més pequenas (70 % de los datos) que
machos pequenos (valores por abajo de 0) formen amplexo con hembras
mas grandes.

7.2.2. Analisis de las covariables

Para describir el efecto que las covariables pudieran tener en la cantidad de
amplexos observados, analicé el nimero de amplexos observados en funcion

de cada una de ellas. Se puede observar una tendencia de aumento en el
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nimero de amplexos observados con el paso de los dias y con el incremento
de la temperatura (Figura 13). El efecto del tiempo puede ser explicado
porque los anfipodos tienen mas oportunidades de interactuar entre si. En
cuanto a la temperatura, se sabe que existe una relacién positiva entre ella
y la actividad reproductiva de los anfipodos (Strong 1972). En general, el
efecto de las covariables no fue importante para ser considerado en el

analisis del éxito del amplexo.
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Figura 13. El efecto de las covariables en el nimero de amplexos
observados. Los puntos grises representan los datos crudos y los puntos de
colores con lineas verticales representan el promedio de los datos + 1
desviacion estandar del promedio.
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7.2.3. Exito y duracién del amplexo

La curva de los resultados experimentales sigue el mismo patron de
disminucién del éxito del amplexo cuando la proporcion de sexos es igual a
0.5 (Figura 14). Para evaluar el éxito del amplexo en funcién de la
proporcion de sexos, utilicé el registro que obtuve el dia que cada
experimento fue concluido, ya que ese registro es el mas confiable respecto
al nimero de amplexos ocurridos en cada tanque experimental. Para tener
una idea de la bondad del ajuste del modelo a los datos experimentales,

procedi a comparar ambas curvas en una sola grafica.

Aunque el modelo de simulacién (Figura 10) y los datos siguen el mismo
patrén (Figura 14b), inicialmente aquel no se ajusté con precisién a los
datos experimentales (Figura 15). Originalmente sélo inclui el éxito del
amplexo en el modelo de simulacion, aunque también habia registrado el
numero de parejas concordantes (Figura 16). No lo consideré como un
parametro del modelo, pues la curva parecia reflejar muy bien el patrén que
estaba buscando. Asi que hice la modificacién correspondiente ponderando
el éxito del amplexo con el nimero de parejas concordantes, y con ello
consegui un mejor ajuste del modelo de simulacién. Puesto que el nimero
de parejas concordantes aumenta cuando la proporcion de sexos se sesga, el
efecto de la proporcion de sexos en el éxito del amplexo se acentiia y el
modelo de simulacion se ajusta con mejor precision a los datos

experimentales (Figura 17).

35



(a) Datos crudos del éxito del amplexo.
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(b) Curva ajustada de los datos.
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Figura 14. El éxito del amplexo observado en funciéon de la proporcion de
sexos. En el panel 14a estan representados los datos crudos observados (n =
7 para cada proporcién de sexos). El nivel de transparencia indica la
densidad de datos en un punto. Para ver el patron que siguen estos datos,
utilicé un modelo de regresién local ajustado a ellos (panel 14b).
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Figura 15. Modelo desajustado a los datos. Se puede apreciar que el modelo
de simulacién (curva azul) no tiene un buen ajuste a los datos
experimentales (curva roja) ya que cae fuera de los intervalos de confianza

(banda gris).
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Promedio de concordancia
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Figura 16. El ntiimero de parejas concordantes. Para determinar si un par
de anfipodos era concordante, use un rango pequeno de diferencias de
tamano corporal entre los anfipodos emparejados (0.45mm =+ 0.20mm). El
nimero de parejas concordantes equivale al nimero de oportunidades que
tiene un anfipodo para formar amplexo .
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Figura 17. El modelo ajustado a los datos experimentales. Al actualizar los
valores en la simulacién (tamano promedio de los anfipodos y diferencia
promedio de tamanos de los anfipodos en amplexo) e incluir el nimero
promedio de parejas concordantes como un parametro adicional del modelo,
la curva obtenida por la simulacién (curva azul) se ajusta con precisién a
los datos experimentales (curva roja).

La curva empirica del éxito del amplexo en funcién de la proporcion de
sexos es ligeramente asimétrica. Aunque el éxito del amplexo aumenta
cuando la proporcion de sexos se sesga, aumenta un poco mas cuando se
sesga hacia las hembras que cuando se sesga hacia los machos. Esta
asimetria puede ser explicada por la accién de dos factores: en primer lugar,
se sabe que el potencial reproductivo de los machos es mayor que el de las
hembras, por lo que los machos pueden volver a entrar en amplexo mas

rapido que las hembras. En segundo lugar, la duracién del amplexo es mayor
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cuando la proporcion de sexos esta ligeramente sesgada hacia las hembras

(0.33), y tiende a disminuir cuando se aleja de este valor (Figura 18).
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Figura 18. Duracién del amplexo. Ademas de analizar el éxito del amplexo
analicé su duracién. El aumento en la duraciéon del amplexo observado
cuando la proporcion de sexos esta ligeramente sesgada hacia las hembras,
implica que el amplexo es mas estable en esa condicion. La asimetria de la
curva sugiere que la resolucién de los conflictos de interés intersexual e
intrasexual fluctia en funcién de la proporcion de sexos.

La tendencia de los datos respecto a la duracion del amplexo no es muy
clara, ya que ésta muestra variacion, lo que me impidié encontrar un patrén
definido de los datos. Sin embargo, en términos generales parece que la
duracion del amplexo disminuye cuando la proporcion de sexos se sesga

hacia los machos.
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8. Discusion

Usualmente se cree que los crustaceos son animales con comportamientos
simples, carentes de interacciones complejas. Sin embargo, éstos pueden ser
utilizados como modelos para poner a prueba hipdtesis acerca de la
sociabilidad y sexualidad en un amplio rango taxonémico (Duffy y Thiel
2007). La utilizaciéon de un modelo de simulacién permitié poner a prueba
la hipétesis de apareamiento concordante por tamano para explicar los
resultados experimentales obtenidos por Beristain-Castillo y Cols. 2023.
Dichos resultados indican que una proporcién insesgada de los sexos resulta
en una disminucién en la probabilidad de hallar anfipodos en amplexo. La
caida del éxito del amplexo cuando la proporcién de sexos se acerca a 0.5 se
debe a la disminucion de anfipodos concordantes en tamano corporal.
Ademas, al clasificar las simulaciones por los tamanos de los anfipodos
(Figura 11; 9 tipos de simulaciones) se pudo apreciar que las poblaciones de
anfipodos de tamano mediano no muestran una disminucién considerable
en el éxito del amplexo. Lo contrario si ocurre en las simulaciones con
poblaciones de anfipodos dispares en tamano (machos pequenos con
hembras grandes y machos grandes con hembras pequenas). Este hallazgo
podria indicar la presencia de una seleccion natural de tipo estabilizadora
(Fox y Wesneat 2010) del tamano corporal de los crusticeos que presentan

este comportamiento.
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Aunque el modelo de simulacién explica por si mismo los hallazgos previos
(Beristain-Castillo y Cols. 2023), los experimentos realizados en este
estudio sirvieron para corroborar su consistencia con la hipétesis planteada.
El analisis del efecto de las covariables sirvié para remover fuentes de
variacion que pudieran mezclarse con los efectos de los tratamientos; en
general su efecto fue limitado, lo que sugiere que su influencia fue nula en la
respuesta de interés. Por otra parte, estos efectos ya han sido descritos en
estudios anteriores (Kruschwitz 1978; Othman y Pascoe 2001; Strong 1972),
y solo la proporcién de sexos y la fuerza fisica relativa de los individuos (i.e.
diferencia de tamanos corporales) se han establecido como factores

determinantes del éxito del amplexo (Yamamura y Jormalainen 1996).

Un hallazgo destacable en el estudio fue la mortalidad diferencial entre los
sexos de los anfipodos utilizados. Los resultados muestran que la
mortalidad de los anfipodos machos casi doblé el tamano de la mortalidad
de las hembras. Tal disparidad coincide con la mortalidad reportada por
Beristain-Castillo y Cols. 2023 para la misma subpoblacién. La mortalidad
diferencial podria estar favoreciendo una proporcion de sexos sesgada hacia
las hembras en la poblacién de H. azteca usada en este estudio.
Considerando que la mortalidad fue baja y que cada experimento dur6 sélo
7 dias, puede decirse que no hubo un cambio considerable en la proporcién
de sexos inicial en comparacién con la proporcién de sexos al final de cada

experimento. Aun asi, para analizar el efecto de la proporcion de sexos
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sobre el éxito del amplexo utilicé solamente la observacion final, porque era
la tinica observacién precisa. Es importante considerar que la mortalidad
diferencial podria dificultar el estudio de la proporcion de sexos en
experimentos de mayor duracién, ya que eventualmente la proporcién de

sexos llegaria a ser diferente de la proporcién de sexos inicial.

Aunque una proporcién de sexos equilibrada es una caracteristica comin en
las especies con reproduccién sexual (Darwin 1859, Fisher 1930), la
proporcién de sexos observada en las especies de los crustéceos esta
generalmente sesgada en favor de uno u otro sexo (Wenner 1972). Los
mecanismos que se han propuesto para explicar proporciones de sexos
sesgadas en los crustaceos pueden dividirse en dos tipos: los mecanismos
evolutivos que sesgan la proporcién primaria de sexos (proporcién de sexos
de los huevos fertilizados o larvas eclosionadas), y los mecanismos
ecoldgicos que sesgan la proporcién de sexos a lo largo del crecimiento y
desarrollo de los organismos, aunque también podria tratarse de un
artefacto del método de muestreo seleccionado (Ewers-Saucedo 2019). Los
factores que podrian explicar las proporciones de sexos sesgadas, observadas
en los crustaceos adultos son: una mortalidad diferencial, el sesgo en los
métodos de muestreo, la heterogeneidad espacial, y los cambios estacionales
(Ewers-Saucedo 2019). Con base en los resultados de este estudio podria
decirse que hay un factor adicional que favorece proporciones de sexos

sesgadas en los crustaceos: apareamiento concordante por tamano.
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Los hallazgos en este estudio acusan la necesidad de estudiar la proporcion
de sexos en H. azteca a profundidad. La proporcién de sexos observada en
diferentes poblaciones de H. azteca varia de proporciones de sexos sesgadas
hacia las hembras, equilibradas, a proporciones sesgadas hacia los machos
(Strong 1973). La proporcion de sexos en la poblacién de H. azteca usada
en este estudio varia ampliamente, lo que permitié estudiarla de manera
fortuita (Beristain-Castillo y Cols. 2023). Todas estas observaciones indican
que la proporcién de sexos podria estar fluctuando ampliamente en espacio
y tiempo, aunque no existe informacién sobre la proporcion de sexos
primaria debido a la extrema variedad de mecanismos de determinacion

sexual de los crustaceos (Ye y Cols. 2023).

El enfoque utilizado en este estudio provee evidencia de la importancia del
apareamiento concordante para el éxito del amplexo en H. azteca. El ajuste
conseguido con el modelo de simulacién a los datos experimentales
evidencia la capacidad limitada que tienen estos anfipodos para ajustar sus
preferencias por individuos dispares en tamano corporal. La limitacion se
puede ver en la disminucion del éxito del amplexo que va de 0.8 y 0.7 en
promedio cuando la proporcién de sexos esta sesgada hacia las hembras y
los machos, respectivamente, a 0.33 cuando la proporcién de sexos es de 0.5
en los datos observados. Es preciso enfatizar que esta situacion se presenta
cuando el nimero de machos y hembras es igual, lo que en principio haria

pensar en la formacion de un ntmero igual de amplexos. Las implicaciones
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de esta disminucion en el éxito del amplexo podrian tener un impacto
importante en la continuidad de esta especie si la proporcién de sexos
siguiera el principio de Fisher (Fisher 1930).El principio es un modelo que
explica porqué la proporcién de sexos es de 0.5 en la mayoria de las especies

que se reproducen sexualmente.

El estudio que aqui presento demuestra que la proporcion de sexos modula
el éxito del amplexo por medio del apareamiento concordante por tamano
en H. azteca, pero aun no se sabe con certeza la razén del mismo. Una
hipétesis acerca de este patréon de apareamiento es la restriccion mecanica
que pueden experimentar las parejas dispares en tamano para formar
amplexo, como ocurre en el anfipodo Gammarus pulex (Adams y
Greenwood 1983), aunque ya se ha observado que también opera un
mecanismo de eleccién de pareja (Wen 1993). Estos dos mecanismos no son
mutuamente excluyentes por lo que es posible que ambos ocurran
simultaneamente, pero es necesario hacer mas estudios para poner a prueba

esta u otras hipdtesis.

La duracion del amplexo en funcién de la proporcién de sexos no se habia
estudiado de forma experimental porque la tinica forma de determinarla

requeriria de una observacion continua a lo largo de varios dias, lo cual es
muy complicado de llevar a cabo. El método para estimar la duracién del

amplexo utilizado en este estudio ha demostrado ser preciso, perohay otros
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factores participantes. Esto se puede ver en parte por la variacién amplia
que tienen los datos (Figura 18). La duracién del amplexo parece ser mayor
cuando la proporcion de sexos esta ligeramente sesgada hacia las hembras
(proporcién de sexos = 0.33), y disminuye gradualmente cuando la
proporcion de sexos se aleja de este valor. Desde una perspectiva tedrica la
duracién optima del amplexo es diferente para ambos sexos, y puede
resolverse con una duracién intermedia (Yamamura y Jormalainen 1996).
Desde la perspectiva de los machos, el tiempo 6ptimo de resguardo 6ptimo
seria menor cuando la proporcion de sexos esta sesgada hacia las hembras,
y aumentaria cuando la proporcion de sexos esta sesgada hacia ellos. En
cambio para las hembras esta relacién serfa inversa (Yamamura y
Jormalainen 1996). Los datos experimentales del estudio descrito aqui
muestran que la duracion del amplexo sigue un patréon mas conveniente
para los intereses de las hembras, lo que confirma que tienen un rol decisivo

en la formacién del amplexo (Jormalainen 1998; Sparkes y Keogh 2000).

9. Conclusion

Con base en los resultados de esta investigacién, puedo concluir que el
sistema de apareamiento concordante por tamano corporal explica la
disminucién de la probabilidad de la formaciéon de amplexos en el anfipodo

H. azteca
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