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Cuando Darwin postuld la teoria de Selecciéon Sexual pudo explicar elaboradas
caracteristicas presentes normalmente en los machos que no podia predecir con la
teoria de Seleccion Natural. Bajo esta teoria predijo que en general las hembras
tenderan a ser el sexo selectivo y recurso escaso por el cual compiten los machos. Los
aracnidos ofrecen un interesante modelo sexual entre los artrépodos para analizar
procesos de seleccion sexual post-copula como eleccién femenina y competencia
espermatica. Las arafias migalomorfas poseen caracteres plesiomérficos, por lo que el
estudio en este grupo constituye un punto inicial para formular hipotesis evolutivas de
comportamiento. Como objetivo general de la presente tesis se propone
interpretaciones evolutivas para los patrones observados en el comportamiento sexual
y estructuras reproductivas, comparando los datos obtenidos en las tarantulas
Grammostola vachoni Schiapelli & Gerschman, 1961, Plesiopelma longisternale
(Schiapelli & Gerschman, 1942) y la neméside Acanthogonatus centralis Goloboff, 1995
con los registrados en otras especies para contribuir al conocimiento de la biologia

reproductiva de los aracnidos.

A partir de los resultados obtenidos, se amplia el conocimiento sobre los ciclos
de vida y patrones de cortejo y copula de las tres especies modelo. Con respecto a los
estudios de comunicacién quimica se hall6 que entre machos y hembras de A.
centralis y P. longisternale no intervienen sefiales quimicas aéreas pero si sefiales
quimio-tactiles en la tela de las hembras que disparan el cortejo de los machos.
Ademas los machos de A. centralis han desarrollado la capacidad de diferenciar entre

las hembras y que éstas pueden advertir sobre su estatus reproductivo y receptividad.
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En relacion al estudio de la trasferencia de esperma en A. centralis, no se encontro
relacion entre la duracion de la copula con la cantidad de esperma almacenado por la
hembra asi como tampoco con el remanente en los bulbos de los machos. No
obstante, existiria un mayor control interno del almacenado de esperma por parte de
la hembra, asi como también una amplia comunicacion de la pareja previa a la copula
y posterior a ella. Por medio de este trabajo se pudo confirmar la existencia de
dimorfismo sexual en el tamafio corporal de las tres especies, ademas las hembras de
A. centralis poseen mayor porcentaje de grasas e indice corporal que los machos,
aunque se encontraron iguales porcentajes de musculatura en patas. Pero las hembras
de A. centralis y G. vachoni, no mostraron superior inmunidad que los machos frente a
un agente extrafio. Por altimo con respecto a las variaciones entre las poblaciones de
las arafias estudiadas, en las tarantulas P. longisternale y G. vachoni no se observaron
diferencias en su repertorio de cortejo. En cambio A. centralis mostré un inicio de
aislamiento reproductivo, que estaria en diferentes fases segun la poblacion. Los
estudios realizados en estas arafias muestran que, pese a las dificultades que el grupo
posee, interesantes patrones y mecanismos estan presentes y son posibles de estudiar,
brindando caracteristicas de un grupo basal que ayudaria a entender la evolucion de

un clado mas grande.
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Abstract

When Darwin proposed the theory of Sexual Selection has been able to explain the
elaborated traits present in males who cannot be explained with the Natural Selection
theory. Under this theory, he predicted that in general females will tend to be the
selective sex and a limited resource for which males compete. Arachnids are an
interesting sexual model among arthropods to analyze post-copula process of sexual
selection such as female choice and sperm competition. Mygalomorph spiders have
plesiomorphic traits, so, the study of this group of spiders constitutes the starting
point to formulate evolutionary hypothesis of behavior. As a general objective of the
present thesis, evolutionary interpretations for the observed patterns in sexual
behavior and reproductive structures were proposed, comparing the data obtained in
the tarantulas Grammostola vachoni Schiapelli & Gerschman, 1961, Plesiopelma
longisternale (Schiapelli & Gerschman, 1942) and the nemesid Acanthogonatus
centralis Goloboff, 1995 with the registered in other species to contribute to the

knowledge of the reproductive biology of arachnids.

Based on the results obtained, the knowledge of the life cycles and courtship and
copula patterns of the three model species were broadened. Regarding to chemical
communication studies, the results showed that there were no aerial chemical signals
between males and females, but there were chemotactic signals that triggered the
courtship in males. In addition, males of A. centralis have developed the ability to
differentiate between females and this ability could use to inform them about the

reproductive status and receptivity of the females. In relation to the sperm transfer
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study in A. centralis, no relationship was found between copula duration and the
amount of sperm stored, or with the remained in the male’s bulbs. However, there
would be a higher internal control of the sperm storage by the female, as well as broad
communication of the couple before and after the copula. Through this thesis it was
possible to confirm the existence of sexual dimorphism in the body size of the three
species. In addition, females of A. centralis have a higher percentage of fats and body
index than males, although similar percentages of musculature in legs were found.
Females of A. centralis and G. vachoni did not show higher immunity than males
against a foreign agent. Finally, regarding the variations between populations of the
spiders studied, in the tarantulas P. longisternale and G. vachoni no differences were
observed in their courtship repertoire. Contrarily, A. centralis showed a beginning of
reproductive isolation, which would be in different phases according to the
population. The studies carried out in these spiders showed that, despite the
difficulties that this particular group of spiders has, interesting patterns and
mechanisms are present and are possible to study, providing characteristics of a basal

group that would be help to understand the evolution of a large clade.
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Introduccion General
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Seleccion sexual

Cuando Darwin postulo la teoria de Seleccion Natural no pudo explicar
elaboradas caracteristicas presentes normalmente en los machos, que a diferencia de
lo esperado bajo su teoria, exponian a los individuos ante depredadores. Fue entonces
cuando propuso que el cortejo, los colores intensos, plumas o aletas brillantes, cantos,
cuernos y astas de los machos habian sido seleccionadas por su importancia en la
competencia por parejas y no para lograr una mayor supervivencia (Darwin 1871).

A esto lo llamo Seleccidon Sexual y contesto con ella tres importantes preguntas:
sporque hay tantas diferencias entre ciertos machos y hembras?, ;Cémo se explican las
caracteristicas exageradas de los machos? y ;Coémo se explica la existencia de
caracteres que parecen ser negativos con la supervivencia? (Huber 2005). Hoy en dia
se considera a la Seleccion Sexual (Andersson 1994; Eberhard 2009a) como la fuerza
evolutiva que surge en consecuencia de las diferencias en éxito reproductivo, producto
de la competencia por el acceso a parejas y gametos.

Para explicar el origen y el mantenimiento de los caracteres sexuales
secundarios (estructuras relacionadas con el éxito de la reproduccion de manera
indirecta), Darwin describié como mecanismos de seleccion sexual a la competencia
para obtener pareja (principalmente entre machos) y la eleccién de pareja (ejercida
principalmente por las hembras) (Darwin 1871), ambos comportamientos previos a la
copula.

Uno de los principales postulados de la teoria de Seleccion Sexual predice que
en general las hembras tenderdn a ser el sexo selectivo y recurso escaso por el cual
compiten los machos. Esto se debe principalmente a que las hembras poseen pocos

gametos grandes y costosos, y los machos en cambio producen muchos gametos
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pequenios (Parker 1970). Tradicionalmente, esta asimetria en el tamaifio de los gametos
determinara la direccion e intensidad con la que operara la Seleccién Sexual sobre
cada sexo (Andersson 1994). Dentro de este contexto, surgirdn la cooperacion y
conflictos intra e intersexuales en lo que respecta a decisiones de apareamiento y

cuidado parental (Arnqvist & Rowe 2005; Krebs & Davies 1996).

Seleccidén sexual post-cépula

Desde la década del ‘70 una nueva faceta de la seleccién sexual se comenzo a
estudiar con la inclusién de mecanismos de seleccion post-copula (Eberhard 1996;
Parker 1970; Simmons 2001; Thornhill 1983). La competencia espermatica y la eleccién
criptica femenina, ambos mecanismos de seleccién sexual post-cépula se tomaron
como equivalentes a los mecanismos propuestos por Darwin en pre-copula,
competencia macho-macho y eleccidn de la hembra respectivamente.

La competencia espermdtica ocurre en particular si el esperma de copulas
consecutivas se almacena en el mismo sitio antes de ser usado y se define como la
competencia entre los eyaculados de diferentes machos por el acceso a la fertilizacion
de un determinado set de 6vulos (Birkhead & Moller 1998; Parker 1970; Simmons
2001). Esta forma de competencia es un fendmeno distribuido taxondémicamente,
donde el retraso entre la inseminacion y la fertilizacion crea condiciones bajo los
cuales el esperma almacenado en regiones especializadas de la hembra puede
interactuar y competir (Birkhead & Moller 1998). También se puede mencionar la
capacidad que poseen algunas hembras de seleccionar entre el esperma de diferentes
machos y favorecer la paternidad de algunos en detrimentos de otros, antes y durante

la copula por medio de la eleccién criptica femenina (Eberhard 1985, 1996, 2009a;
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Pizzari & Birkhead 2000). Las hembras pueden activamente influir en la fertilizacion
por medio de aceptar, almacenar y utilizar diferencialmente el esperma de cierto
macho (Pizzari & Birkhead 2000; Thornhill 1983).

En la actualidad las bases de la teoria de la seleccidon sexual estan atravesando
replanteamientos conceptuales drasticos (Peretti & Aisenberg 2011). El peso de los
procesos de competencia entre machos y eleccién femenina esta siendo re-evaluado
(Gavrilets et al. 2001; Peretti & Aisenberg 20m).

Seleccién sexual en ardcnidos

Los aracnidos ofrecen un interesante modelo sexual entre los artropodos para
analizar procesos de eleccion femenina y competencia espermatica. La mayoria exhibe
un cortejo muy complejo en el que participan sefiales de reconocimiento, de
excitacion sexual y también de apaciguamiento (Eberhard 2004). A este cortejo le
sigue una etapa de transferencia espermatica, que segin el Orden taxondmico, se
realiza por medio de un espermatoforo, estructuras copulatorias especiales del macho,
o bien mediante un pene. En la Clase Arachnida, en especial en arafias y escorpiones
(ej.: Eberhard 2004; Peretti & Eberhard 2010) actualmente se profundiza el estudio de
los comportamientos y/o genitalia masculina que evolucionaron bajo presion selectiva
de pautas de eleccion femenina (Eberhard 1996) o bien por coevoluciéon antagonista
(Chapman et al. 2003).

Las ararfias como modelos de seleccién sexual

El grupo de las arafias comprende mdas de 4000 géneros y 47000 especies
(World Spider Catalog, 2018) que presentan una gran variedad de estrategias
reproductivas y comportamientos reproductivos, las cuales en muchos casos son

facilmente observados y cuantificados, lo que las convierte en un excelente modelo
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para estudios de seleccidn sexual. Las arafias cuentan con genitalia doble y
bilateralmente simétrica en ambos sexos, permitiendo la utilizacion del mismo animal
como experimento y control (ej.: Eberhard & Huber 2010; Uhl 2000). Ademas gracias a
la morfologia genital de los machos es posible realizar cuantificaciones de esperma,
incluyendo estudios con esperma en forma pura luego de una induccion espermatica
(ej.: Albo et al. 2013; Snow & Andrade 2004). Las arafias también poseen una amplia
variedad de posiciones copulatorias que permiten la observacién adecuada del proceso
copulatorio y mecanismos de movimientos de la genitalia masculina que permiten
determinar y cuantificar las eyaculaciones, movimientos de palpos, formacion de
tapones copulatorios, entre otros (ej.: Bertani et al. 2008; Eberhard & Huber 1998; Uhl
et al. 2014). Ademas de téacticas como el dimorfismo sexual extremo (Foellmer &
Fairbairn 2005), la inversion de roles sexuales (Aisenberg & Costa 2008), el
canibalismo sexual (Sentenska & Pekar 2014) y los regalos nupciales (Albo et al. 2011)

entre otras, que proporcionan un abanico de preguntas muy extenso.

Aranias Migalomorfas

Aunque la creciente cantidad de estudios sobre biologia de arafias permite la
comparacion e interpretacion de resultados en un marco mas amplio de discusion, la
mayoria de estos estudio se ha enfocado mayoritariamente a las arafias del Infraorden
Araneomorphae (Burger et al. 2010; Costa-Schmidt et al. 2017; Huber 2005; Schneider
& Lubin 1998), mientras que los estudios en Mygalomorphae son escasos (ver Ferretti
et al. 2013a). Las arafas migalomorfas poseen caracteres plesiomorficos, por lo que el
estudio en este grupo constituye un punto inicial para formular hipdtesis evolutivas de

comportamiento. Las migalomorfas poseen caracteristicas bioldgicas particulares
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entre las arafas, algunas especies pueden vivir entre 15 y 30 afios y pueden demorar
entre cinco y siete afios en alcanzar la madurez sexual (Main 1978). A diferencia de la
mayoria de las Araneomorfas, este grupo tiene la particularidad que las hembras una
vez alcanzada la madurez sexual siguen mudando y creciendo, los machos presentan
como forma de transferencia de esperma la coenospermia y su limitada dispersion las
convierte en especies agregadas y con altas tasas de endemismos (Ferretti et al. 2014a;
Foelix 2011; Michalik & Ramirez 2014; Raven 1985). El nuimero de estudios en
comportamiento sexual en las arafias migalomorfas se ha incrementado en los tltimos
anos (ver Costa-Schmidt et al., 2017), aunque generalmente los trabajos son enfocados
solo a la familia Theraphosidae. Estos estudios han revelado mecanismos de
comunicacién sexual complejos (Quirici & Costa 2005) y morfologia genital femenina
variada (Bertani et al. 2002; Michalik et al. 2005) a pesar de hipotesis previas sobre la
simplicidad del comportamiento sexual de estas arafias (Platnick 1971).

Las tarantulas Grammostola vachoni Schiapelli & Gerschman, 1961, Plesiopelma
longisternale (Schiapelli & Gerschman, 1942) y la neméside Acanthogonatus centralis
Goloboff, 1995, son arafias migalomorfas con una amplia distribucion en las sierras
centrales de la Argentina (Ferretti et al. 2012b, 2014¢; Goloboff 1995), de las cuales el
conocimiento tanto de su biologia reproductiva como parametros ecoldgicos fueron
abordados en los dltimos afios con mayor interés(Copperi et al. 2012; Costa & Pérez-
Miles 1992, 2002; Ferretti et al. 2011; Ferretti & Ferrero 2008), sin embargo estudios
enfocados bajo la lupa de la seleccion sexual son nulos en estas especies.

Por lo mencionado, la presente tesis doctoral contribuye sustancialmente al
conocimiento de la biologia reproductiva de estas tres especies de arafas

migalomorfas y de los procesos de seleccion sexual que subyacen en este grupo. Asi
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como también aporta al mejoramiento y/o desarrollo de teorias explicativas, aplicables

a otros artrépodos.
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Objetivos

Objetivos Generales

- Contribuir al escaso conocimiento actual de la biologia reproductiva de las arafias
Mygalomorpahe bajo hipétesis de seleccidon sexual.

- Proponer interpretaciones evolutivas para los patrones observados en el
comportamiento sexual y estructuras reproductivas, comparando los datos obtenidos
con los registrados en otras especies para contribuir al conocimiento de la biologia

reproductiva de los ardcnidos.

Objetivos Especificos

e Describir los patrones de cortejo y copula asi como el sistema de apareamiento
predominante en Grammostola vachoni, Plesiopelma longisternale vy
Acanthogonatus centralis.

e Precisar ciclos de vida y datos de la biologia de Grammostola vachoni, Plesiopelma
longisternale y Acanthogonatus centralis.

e Analizar la existencia de comunicacidén quimica intersexual mediante la presencia
de feromonas volatiles y/o de contacto a través de evidencias comportamentales
en Plesiopelma longisternale y Acanthogonatus centralis.

e Identificar qué influencia tienen sobre la transferencia y almacenamiento de
esperma las principales conductas de cortejo y cdépula en Acanthogonatus

centralis.
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e Estimar la existencia del dimorfismo sexual en cuanto al tamafio en las tres
especies, contenido de grasas y musculatura en Acanthogonatus centralis y
capacidad de respuesta inmune genérica en A. centralis y Grammostola vachoni.

e Conocer el comportamiento sexual y el grado de inter-cruzamiento en dos

poblaciones de las tres especies de Mygalomorphae seleccionadas.
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Capitulo I

Biologia y Comportamiento Reproductivo
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1. Introduccién

Las aranas son siempre dioicas; es decir, tienen siempre sexos separados y sus
organos sexuales internos, testiculos y ovarios, yacen como estructuras de a pares
dentro del abdomen (Foelix 2011). Los dvulos y espermatozoides son liberados al
exterior en ambos sexos a través del surco epigastrico situado entre y ligeramente atras
de los pulmones en libro. Los machos de las arafias perdieron su 6rgano copulador
primario, por lo que sus pedipalpos han sido modificados para transferir el esperma
(Foelix 2011). Durante el periodo reproductivo los machos realizan la basqueda de
pareja, luego del encuentro son ellos los que comienzan a intercambiar sefales a
través de intrincados cortejos (en la mayoria de los casos, excepciones ver Aisenberg et
al., 2009). El cortejo puede definirse como patrones comportamentales ritualizados
que anteceden a la cdpula. Dentro de las hipotesis que explican las funciones del
cortejo podemos enumerar el reconocimiento de especies, supresion de la agresion
femenina, la estimulacion de la hembra para que copule, evaluacién de la calidad
masculina y sincronizacion del comportamiento reproductivo (Wignall & Herberstein
2013). Segun Platnick (1971) el cortejo se puede dividir en niveles, siendo cada nivel
definido por el mecanismo desencadenador del cortejo del macho. Asi el nivel I
requiere solo el contacto entre la pareja; el nivel II asumen la estimulacion por medio
de feromonas y el nivel III postula el reconocimiento visual de la hembra por el macho

(Platnick 1971).

La informacién que puede ser transmitida durante el cortejo puede incluir la
identificacion de especies, estatus reproductivo y calidad (Huber 2005). La temprana y

eficiente transferencia de informacion durante el cortejo es particularmente
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importante en especies depredadores como las arafias (Schneider & Elgar 2001;
Wignall & Herberstein 2013).

La seleccién sexual da forma a numerosas caracteristicas en los animales, en su
morfologia, fisiologia y comportamiento (Gregori¢ et al. 2016). Por lo que conocer el
comportamiento de los individuos ayudaria a entender y descifrar los diferentes
patrones de seleccion sexual que estan operando en ellas.

Las arafas pertenecientes al Infraorden Mygalomorphae representan uno de los
tres linajes principales dentro de las arafias (Bond et al. 2012) y constituyen el grupo
hermano de las arafias mas conocidas, las del Infraorden Araneomorphae. En términos
de diversidad, las migalomorfas comprenden aproximadamente 2782 especies
distribuidas en 344 géneros y 16 familias (World Spider Catalog 2018). Dicha diversidad
conocida de especies representa solo el 6% respecto de la diversidad de araias del
Infraorden Araneomorphae, por lo que las tasas de diversificacion de estos dos grupos
hermanos difieren claramente; las posibles causas de este fendmeno ain permanecen
desconocidas (Coddington 2005). Estas araiias se distribuyen practicamente en todo el
mundo, pero las regiones tropicales y templadas australes de Sudamérica, junto con el
sur de Africa y Australasia conforman centros de diversidad genética (Bond et al. 2012;
Raven 1985).

Las arafias migalomorfas se reconocen facilmente por: a) la posicién paralela de
sus queliceros; b) hileras posteriores triarticuladas; c¢) presencia de cuatro pulmones; y
d) ausencia de laminas maxilares (Coddington 2005; Raven 1985). Se encuentran entre
las primeras arafias que han sido categorizadas como especies amenazadas, pero
usualmente, debido a sus habitos cripticos y comportamiento constructor de cuevas, el

conocimiento sobre sus aspectos bioldgicos es limitado. Ademads, algunas
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migalomorfas presentan caracteristicas bioldgicas que difieren de las demas arafas:
por ejemplo, algunas especies pueden vivir entre 15y 30 afios y tardar entre 5y 7 afos
en alcanzar la madurez sexual (Main 1978); son especialistas y dependientes de un tipo
determinado de habitat y las hembras generalmente son sedentarias (Coyle & Icenogle
1994; Main 1978).

El periodo reproductivo de la mayoria de las arafias migalomorfas ocurre
durante los meses calidos del afio. Los machos adultos son el sexo moévil y abandonan
su vida sedentaria para dejar sus refugios y comenzar la busqueda de hembras (Costa
& Pérez-Miles 2002; Coyle & Icenogle 1994; Pérez-Miles et al. 2005). Luego de su
maduracion y antes de emprender dicha busqueda, los machos realizan inducciones
espermdticas. Durante este proceso, construyen una tela densa donde depositan la
gota de esperma y luego por capilaridad la gota es absorbida por los 6érganos palpares.
A lo largo del periodo reproductivo, la carga de estos o6rganos puede ocurrir varias
veces (Baerg 1928; Costa & Pérez-Miles 2002). Los machos deben asegurarse que las
hembras los reconozcan como posible pareja y no como una presa potencial, por lo
que realizan intrincados cortejos especie-especificos. Generalmente revelan su
presencia a través de una serie de golpes ritmicos cerca de la entrada de la cueva o
sobre el manto de tela (Ferretti et al. 2013a; Postiglioni & Costa 2006). Los canales de
comunicacion comunmente utilizados en este grupo comprenden el quimico y el
sismico (Copperi et al. 2012; Costa & Pérez-Miles 2002; Pérez-Miles et al. 2007; Quirici

& Costa 2005).

La posicion de copula de estas arafias, en su mayoria, es frente a frente con el

cuerpo inclinado mientras que los machos extienden sus pedipalpos por debajo del
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cuerpo de las hembras. Los machos enganchan a la pareja con estructuras especificas
llamadas apdfisis tibiales o espolones. Con ellos enganchan los queliceros u otras
estructuras de las hembras, elevan su cuerpo e impiden posible ataques durante la

copula (Baerg 1928; Costa & Pérez-Miles 2002; Ferretti et al. 2013a).

La familia Nemesiidae cuenta con 46 géneros y 406 especies descriptas, con una
amplia distribucién mundial, distribuidas a través de las regiones tropicales y
subtropicales (World Spider Catalog 2018). El género Acanthogonatus Karsch 1880
contiene 29 especies y se encuentra distribuido en el sur de América del Sur
especialmente Argentina y Chile (Goloboff 1995). Acanthogonatus centralis Goloboff
1995 es una arafia de tamafio medio, viven bajo rocas en las dreas montafosas en la
region central de Argentina (Fig. 1). Construyen pequefias cuevas en la tierra
continuadas por tubos de seda (Ferretti et al. 2011). El periodo reproductivo ocurre
durante el otofio-invierno (Ferretti et al. 2012b). Durante el verano la actividad de esta
arafia disminuye, no encontrandose machos, mientras que hembras y juveniles cierran
las entradas a las cuevas y no construyen tubos de seda (Ferretti et al. 2012b). Con
respecto a su comportamiento reproductivo, tanto hembras como machos pueden
reproducirse en mas de una ocasion (Ferretti et al. 2011). El macho es el sexo movil, las
copulas son cortas y luego de las mismas el macho huye mientras la hembra

usualmente queda en estado cataléptico (Ferretti et al. 20m).
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Figura 1. Hembra de A. centralis en su tubo de seda.

La familia Theraphosidae cuenta con 144 géneros y 967 especies descriptas con
amplia distribucién mundial, las arafias pertenecientes a esta familia son conocidas
como “tardntulas” o “arafas pollito” (World Spider Catalog 2018). Grammostola
vachoni Schiapelli & Gerschman, 1961 sélo se encuentra en Argentina y habita
principalmente en las zonas serranas y montafosas (Ferretti et al. 2012b). Las hembras
pueden vivir hasta unos 30 afios en cautiverio, mientras que los machos, una vez que
alcanzan la madurez sexual viven solo unos pocos meses durante meses de Octubre a
Diciembre (Ferretti et al. 2012b) (Fig. 2). Esta especie de tarantula ocupa cavidades o
refugios debajo de las piedras y algunas incluso pueden construir pequefias cuevas
(Ferretti & Ferrero 2008). Debido a sus caracteristicas bioldgicas y las amenazas del
ambiente, G. vachoni fue incluida en la Lista Roja de especies amenazadas de la IUCN
(“International Union for Conservation of Nature and Natural Resources) bajo la

categoria de “Vulnerable” (Ferretti & Pompozzi 2012).
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Figura 2. Macho y hembra de G. vachoni

En las sierras o ambientes montafiosos, esta especie comparte el habitat con
Plesiopelma longisternale (Schiapelli & Gerschman, 1942) (Fig. 3). Debido a su amplia
distribucion, P. longisternale se encuentra en varias ecorregiones del pais como Chaco
Seco, Pampa, Monte y Espinal (Schiapelli & Gerschman 1942). Esta tarantula vive en
cuevas poco profundas construidas bajo piedras (Costa & Pérez-Miles 1992). Las
hembras y juveniles de avanzada edad cubren las paredes del refugio con abundante
tela. Los machos salen en busca de hembras en los meses de marzo a junio,

delimitando asi un ciclo reproductivo otofial-invernal (Ferretti et al. 2012b).



Figura 3. Macho y hembra de P. longisternale.

Existe una idea general que asume que las migalomorfas tienen repertorios de
comportamiento simples (Baerg 1928; Platnick 1971). Razén por la cual constan muy
poco estudios detallados de relaciones intraespecificas en arafias migalomorfas (ver
Jackson & Pollard, 1990; Costa & Pérez-Miles, 2002; Ferretti et al., 2013a). Sin embargo,
al tener caracteristicas plesiomorficas, el estudio de este grupo constituye un punto
inicial para formular hipotesis evolutivas de comportamiento que pueden ayudar en la

comprension de la evolucion de patrones mas complejos.

Pese a los comportamientos llamativos que presentaron las tarantulas, la
utilizacion de G. vachoniy P. longisternale durante los proximos capitulos es limitada.
Grammostola vachoni en el afo 2012 fue catalogada como especie “vulnerable” por la
IUCN (Ferretti & Pompozzi 2012) y actualmente se estan llevando a cabo estudios
como posible bio-indicador de los pastizales pampeanos (Schwerdt et al. 2018), por lo
que se realizé la minima colecta posible de individuos (se colectaron solo machos
inmaduros y adultos) y no se sacrificd ningun ejemplar durante los ensayos. Con

respecto a Plesiopelma longisternale, pese a los esfuerzos de muestreos, el nimero de
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machos y hembras no fue el éptimo para realizar todos los ensayos (luego de las
colectas se debid esperar una muda de las hembras para establecer su estatus
reproductivo, en algunos casos se tardéo mas de un afio hasta establecerlo). Por esta
razon, durante los siguientes capitulos, Acanthogonatus centralis es el modelo de

estudio preferencial.
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2. Objetivos

2.1. Describir ciclos de vida y datos de la biologia sexual de las tres especies de
arafias migalomorfas modelos, a saber: Grammostola vachoni, Plesiopelma

longisternale y Acanthogonatus centralis.

2.2. Analizar en detalle los etogramas de comportamiento sexual obtenidos y
compararlos con lo registrado de forma general por otros estudios previos en

estas especies.

2.3. Discutir los patrones de comportamiento sexual observados durante el cortejo

y copula desde perspectivas de seleccion sexual.



3. Materiales y Métodos

3.1. Colecta de individuos y mantenimiento en el laboratorio

Se realizaron 32 colectas manuales de animales durante los afios 2013 y 2016 en
Sierra de la Ventana (2013= 9; 2014=7; 2015=12; 2016=4). Una vez llevados al laboratorio
los ejemplares de A. centralis se acondicionaron individualmente en cajas de Petri de
plastico con sustrato de tierra y un algodén embebido en agua como bebedero. Cada
ejemplar de P. longisternale se acondicioné en recipientes individuales de plastico (10
cm didmetro x 5 ¢cm), con base de tierra y un pequeiio recipiente como bebedero.
Grammostola vachoni se mantuvo en recipientes de acuerdo a su tamarfio con base de
tierra y un pequefio recipiente como bebedero. La sala de cria del laboratorio de
Zoologia de Invertebrados II contaba con un total 30 hembras adultas de G. vachoni al
inicio de esta tesis, por lo que se decidio solo realizar capturas de machos inmaduros y

machos adultos.

Los individuos se alimentaron una vez a la semana y segin su tamafio la
alimentacion fue a base de larvas, ninfas o adultos de Gryllus assimilis (Orthoptera,
Gryllidae), Blatella germanica (Blattodea, Blatellidae), Blaptica dubia (Blattodea,
Blaberidae), Shelfordella tartara (Blattodea, Blattidae) o Tenebrio molitor (Coleoptera,

Tenebrionidae). El fotoperiodo fue de 12 horas luz: 12 horas oscuridad.

3.2.  Ciclo de vida, desarrollo y maduracion

3.2.1. Historia Natural

Durante cinco afnos se tomaron datos de colecta y cria de las tres especies de

migalomorfas utilizadas en este estudio bajo condiciones de laboratorio.
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Se registraron las mudas y la aparicion de caracteristicas para la determinacion
del sexo de los individuos. Para ello, las mudas fueron observadas bajo lupa
estereoscopica, con el fin de hallar espermatecas, en el caso de las hembras, o la

ausencia de ellas, en el caso de juveniles o machos inmaduros.

3.2.2. Maduracion

Con el fin de dilucidar si la aparicién de espermatecas coincidia con la
maduracion sexual se implementd un sistema de cria de 15 camadas de individuos de
A. centralis. Se utilizaron 11 para el andlisis del porcentaje de supervivencia desde la
eclosiéon hasta la maduracidon y 4 para el andlisis histoldgico. Para este ultimo se
sacrifico y se disecciond a 10 individuos de cada uno de los primeros 5 estadios de
desarrollo fuera de la ooteca. Los abddmenes se fijaron en Duboscq-Brazil y se
procesaron segun técnicas histoldgicas de rutina. Se realizaron cortes de 4-5 um de

espesor y se colorearon con Tricromico de Masson y Hematoxilina-Eosina (H-E).

3.3. Descripcién de cortejo y copula

Se procedi¢ a la descripcién del repertorio de cortejo de los machos y hembras.
Las unidades comportamentales se compararon con las descriptas en la bibliografia
para las tres especies. Para la descripcion de cortejo y copulas se utilizaron registros de
cruzas realizadas en los ensayos de los capitulos 2, 3, 4 y 5. Se tomaron al azar 10
interacciones exitosas, de las que se analizaron el tiempo de cortejo, unidades

comportamentales, tiempo de copula, nimero de inserciones, catalepsis y agresiones.
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4. Resultados

4.1. Historia Natural

Plesiopelma longisternale

Durante este periodo de investigacion se mantuvieron en el laboratorio 25
hembras y 14 machos de P. longisternale. Se colectaron cuatro machos adultos a campo
en los meses de marzo, abril y julio. El resto de los machos se obtuvo a partir de
juveniles en el laboratorio (Fig. 4). Se observaron espermatecas en mudas de 18
juveniles, las que pasaron a estatus de hembra virgen y se colectaron cinco ejemplares
a los que se les determin¢ el sexo luego de la construccion de ootecas en el laboratorio.

Las cuevas de los individuos se caracterizaron por presentar todas las paredes
densamente tapizadas con tela, salvo en los juveniles muy pequenos.

Se observo la construccion de una ooteca tnica por hembra por periodo
reproductivo en los meses de julio, agosto, septiembre, octubre y noviembre,
registrandose su eclosion a los 75,2 + 4,5 dias (N=5). Las hembras mantuvieron la
ooteca “movil” entre sus patas delanteras y palpos hasta la eclosién. Las ootecas
presentaron un tamafio medio de 18,06+ 3 mm y un peso de 0,62 + 0,62 gramos. El
éxito de eclosion bajo condiciones de cautiverio fue de 52% (N=19). El promedio de
juveniles por ooteca fue muy variado 70 + 54,6 (N=8) (rango 6-164). Luego de tres afios

se comenzd a observar la presencia de espermatecas y la aparicion de machos adultos.
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Figura 4. Meses donde se colectaron machos de P. longisternale en el campo y juveniles

mudaron a adulto.

Grammostola vachoni

La catedra de Zoologia de Invertebrados II cuenta con una cria de G. vachoni
desde el afio 2006, de la cual se realiza un seguimiento de los ejemplares desde el afio
2007. En la actualidad se mantienen 34 hembras adultas y ocho machos inmaduros.

Durante el periodo de estudio se obtuvieron de la cria de individuos inmaduros
en el laboratorio, ocho hembras (Fig. 5) y nueve machos. Se colectaron de Sierra de la
Ventana ocho machos adultos y 12 machos inmaduros (Fig. 6). Bajo condiciones de
laboratorio, las hembras adultas cambian su exoesqueleto una vez 748,25 dias (N=23),
principalmente en los meses de verano (Fig. 7); los juveniles o inmaduros suelen
mudar todos los afios. En el criadero existen hembras con mas de 12 afos de
cautiverio.

Los ejemplares fueron hallados bajo piedra en cerros de variada altura. Las
cuevas o refugios consistian en pequefias cavidades, con escasa o nula seda. En los
bordes de las cuevas se observaron restos de comida, exoesqueletos e incluso restos de

ootecas.
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Figura 5. Meses donde las hembras de G. vachoni cambiaron su exoesqueleto y se observo la

presencia de espermatecas.
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Figura 6. Meses donde se colectaron machos de G. vachoni en el campo y juveniles mudaron a

adulto.
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Figura 7. Meses donde las hembras adultas de G. vachoni mudan su exoesqueleto.
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Acanthogonatus centralis

Durante este periodo de investigacion se obtuvieron en el laboratorio 139
hembras adultas y 165 machos de A. centralis. Por medio de colectas en Sierra de la
Ventana se capturaron 112 machos adultos, los cuales mostraron un pico invernal (Fig.
8). También se colectaron 198 individuos que se nombraron “juveniles”. Del total de
estos ejemplares, luego de mudar en el laboratorio se logrd realizar la identificacion
sexual de 50 machos y 59 hembras, ademas de que 57 de ellos construyeron ooteca lo
que facilit6 su identificacion como hembra y madura.

Los machos se hallaron en su totalidad bajo piedra, pudiéndose observar en
ciertas ocasiones un pequeiio refugio de tela. Los “juveniles” presentaban una pequeia
cueva seguida de un tubo de seda densa. En los meses de verano disminuyo la
abundancia de los ejemplares (Fig. 9).

Se observo la construccion de una ooteca tnica moévil por hembra por periodo
reproductivo en los meses de septiembre, octubre, noviembre y diciembre
registrandose su eclosiéon a los 30,4 + 7,3 dias (N=17). Las ootecas presentaron un
tamafio medio de 8,7 + 1,4 mm (N=7). El éxito de eclosiéon bajo condiciones de
cautiverio fue del 46,6 % (N= 45). El promedio de huevo por ooteca fue de 15,9 + 5,4
(N=7) (rango 11-24), una vez eclosionados la cantidad de juveniles por ooteca fue 17,6
+ 10,4 (N=20) (rango 4-39). Los individuos mudaron un vez dentro de la ooteca, fuera
de ella permanecieron con su madre dentro de la cueva hasta la segunda muda, luego

se dispersaron caminando.
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Figura 9. Meses donde se colectaron “Juveniles” de A. centralis en el campo.

4.2. Maduracién
De 181 ejemplares el 29.28% alcanzd la adultez (47.1% 9, 52.9% J). La presencia
de espermatecas bien formadas que indica el desarrollo sexual de las hembras, se
establecio a partir del cuarto estadio (Fig. 10) y la mayor cantidad de mudas con
espermatecas se produjo a principios del invierno, coincidiendo con el periodo

reproductivo (Fig. 11).
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Figura 10. Porcentaje de hembras de A. centralis en cada estadio en el que se observaron
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Figura 11. Mudas y desarrollo sexual en hembras de A. centralis.

La formacién de espermatecas se dio a los 519,3 + 76,09 dias (415-624) pero su

observacion recién se produjo a los 638,2 + 109,4 dias desde la eclosion. A través de los

estudios histologicos, se observéd que a partir del tercer estadio, se encuentran ovocitos

pedicelados,

de

distinto tamafio, unidos a un epitelio simple plano que,

presuntamente, seria parte de la pared ovarica (figura 12 y 13). Cada foliculo y su
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pedicelo se encuentran recubiertos por una membrana acelular. Bajo condiciones de
laboratorio se ha observado que las hembras pueden vivir mas de tres afios.

Los machos se comenzaron a observar a partir de la quinta muda, el promedio
de dias hasta la maduracién fue de 635,9 + 72,1 (1,74 afios) con un rango de 528 a 830

dias.

Figura 12. Ovocitos previtelogénicos a partir del 3° estadio de desarrollo: A) Vista general de un
corte longitudinal del opistosoma de una hembra de A. centralis de estadio 5. Flechas: ovocitos,
*: gldndulas de la seda. Escala: 250um. Coloraciéon: H-E. B) Detalle de la membrana basal que
rodea al ovocito (flecha) y pared del ovario; cg: células germinales; n: ntcleo; *: lumen del ovario.

Escala: 20 um. Coloracién: Tricrémico de Masson.

[28]



Figura 13. A) Ovocitos previtelogénicos en diferentes estadios de desarrollo. B) Detalle de las
células germinales. *: Lumen del ovario; flechas: pared ovdrica; cg: células germinales; ov:

ovocitos; pe: pedicelo. Escala: 37,5 um. Coloracién: Tricrémico de Masson.

4.3. Cortejo y Cépula

Plesiopelma longisternale

Las hembras fueron colocadas dias previos en los terrarios con el fin de una
mejor adaptacion al ambiente y una amplia sefializacion del sector con rastros de su
tela. Los machos al ser ubicados cuidadosamente en el extremo opuesto de la entrada
de la cueva de la hembra, comenzaron su caminata sigilosa por la arena. Al detectar
los rastros de la hembra los machos comienzan su cortejo. El tiempo entre el ingreso al
terrario y el inicio del cortejo, conocida como la latencia de cortejo, tuvo una duracion
promedio de 91,7 + 69 segundos (rango 15-180). Unidades del cortejo de P.
longisternale se describen en la tabla 1. Durante su desplazamiento sobre el sustrato,

los machos elevan el primer par de patas bajandolo cuidadosamente, movimiento que
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se repite durante las vibraciones corporales. Una vez que encuentra la entrada a la
cueva, la intensidad del cortejo aumenta y se concentra en esa regiéon (Fig. 14). La
hembra se aproxima a la entrada de su cueva donde el macho la engancha y enseguida
comienzan las inserciones. Durante las dltimas inserciones el macho comienza a
realizar nuevamente vibraciones corporales, unidad comportamental que puede
repetir una vez que se aleja de la hembra. Duraciones y cantidades promedios de las
unidades comportamentales y de la cdpula se plasman en la tabla 2. No se observaron
canibalismos por parte de las hembras, aunque en algunas ocasiones, al finalizar la

copula, la hembra avanzé sobre el macho con la siguiente huida del mismo.

Tabla 1. Comportamientos de machos y hembras de P. longisternale durante los encuentros

sexuales. Referencia (Costa & Pérez-Miles 1992)

PRESENTE
TRABAJO

COMPORTAMIENTO DESCRIPCION REFERENCIA

Cortejo del macho
Palpar Movimientos ascendentes y descendentes X
(“palpal drumming”) | alternados del palpo contra el sustrato
Vibraciones Movimientos de alta frecuencia del cuerpo y/o
corporales patas causadas por contracciones de pata III * *
Golpes espasmédicos | Golpes con patas delanteras contra el cuerpo X X
(“leg tapping”) dela?
Comportamientos en la copula
Apdfisis del 3 enganchan los queliceros de la ¢
Enganche X X
y la elevan
Comportamiento de la hembra
Catalepsis Estado de quietud luego de la copula X




Tabla 2. Pardmetros del cortejo y cépula de P. longisternale. Los datos se presentan como media

+ desvio estdndar. Las duraciones se presentan en segundos.

MEDIA MAXIMO MINIMO
Duracion cortejo 440,8 £ 520 1310 15
Antes 88,7 +73,8 215 8
Vibraciones Durante Cépula 1,6 + 6,6 16 0
Posterior 5,6 £ 11,4 26 0
Golpes espasmodicos 7,8 +3,7 13 3
Duracion copula 433,3 £163,5 663 240

Nuamero de inserciones 83+25 1 6

Duracion promedio inserciones 56,2 + 3,4 58,3 52,25

Figura 14. Macho de P. longisternale (izquierda) durante el “enganche” y comienzo de las

inserciones pedipalpares. Hembra (derecha) en la entrada de su cueva densamente tapizada

con seda.




Grammostola vachoni

Al igual que con P. longisternale, las hembras fueron colocadas dias previos en
los terrarios y los machos se ubicaron cuidadosamente en el extremo opuesto de la
entrada de la cueva de la hembra. Al detectar los rastros de la hembra los machos
comienzan su cortejo. La latencia de cortejo, tuvo una duracion promedio de 246,1 +
359,5 segundos (rango 16-1077). Unidades del cortejo de G. vachoni se describen en la
tabla 3. La hembra si se encuentra receptiva se mueve hacia la entrada de la cueva,
donde el macho luego de unos golpes sobre el cefalotérax de la hembra, la engancha y
comienzan las inserciones. Previo a las inserciones se observaron contracciones
corporales de las hembras, acompafiadas con vibraciones del macho. Duraciones y
cantidades promedios de las unidades comportamentales y de la copula se plasman en
la tabla 4. No se observo canibalismo por parte de las hembras, aunque en algunas
ocasiones, al finalizar la cépula, la hembra avanzé sobre el macho con la siguiente

huida del mismo.

Tabla 4. Pardmetros del cortejo y cépula de G. vachoni. Los datos se presentan como media +

desvio estdndar. Las duraciones se presentan en sequndos.

MEDIA MAXIMO MINIMO
Duracion cortejo 208,0 +198,6 570 40
Palpar 4,3+2,9 10 1
Tamborileo 8,493 26 )
Vibracion Macho 5,4 % 6,7 19 o)
Golpe seco 3,3+ 6,4 17 o)
Golpe espasmodico 24,1 % 22,4 65 o)
Catalepsis 92,3 + 113,6 338 o
- Hembra
Contraccion corporal 19,0 £ 10,9 34 8
Duracidn de la copula 87,4 + 70,8 237 3
Nuamero de Inserciones 4,8+3,5 u 1
Duraciéon promedio inserciones 9,0 = 5,6 14 o




Tabla 3. Comportamientos de machos y hembras de G. vachoni durante los encuentros sexuales.

Referencias: Ferretti & Ferrero, 2008; Copperi et al., 2012.

| COMPORTAMIENTO _ DESCRIPCION oo mawo

Cortejo del macho

Palpar
(“palpal

drumming”)

Movimientos ascendentes y descendentes
alternados del palpo contra el sustrato a

velocidad constante

Movimientos ascendentes y descendentes

Tamborileo alternados del palpo contra el sustrato con
aumento de velocidad y frecuencia

Vibraciones Movimientos de alta frecuencia del cuerpo o

corporales patas causadas por contracciones de pata III

Golpes seco

(“leg tapping”)

Golpes con patas delanteras extendidas contra
el sustrato, cada par independiente o

simultdneamente

Golpes Golpe vigoroso de pata II contra el cuerpo de
espasmodicos la hembra durante el enganche y desenganche
Comportamientos del macho en la copula

Apofisis del macho enganchan los queliceros y
Enganche

elevan el cuerpo de la hembra

Cortejo de la hembra

Golpeteo Patas y palpos flexionados, elevandolos y

(“leg tapping”)

bajandolos contra el sustrato

Movimientos rapidos de alta frecuencia de

Contracciones
todo el cuerpo producidos por movimientos de
corporales
las patas III
Comportamientos de la hembra en la copula
Elevacion de cefalotérax con elevacion de los
“Gaping display” dos primeros pares de patas y apertura de
queliceros
Catalepsis Estado de quietud luego de la copula
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Acanthogonatus centralis

Las hembras se utilizaron en sus propios terrarios, los cuales contenian un tubo
de seda como refugio. Los machos al ser depositados cuidadosamente en el extremo
opuesto de la entrada del tubo de seda de la hembra, comenzaron su caminata sigilosa
por la arena. Al detectar los rastros de la hembra los machos comienzan el cortejo. La
latencia de cortejo, tuvo una duracién promedio de 15,2 + 18,7 segundos (rango o-
375). Unidades del cortejo de A. centralis se describen en la tabla 5. Las hembras se
aproximan al macho cortejante o luego del acercamiento del macho y posterior
contacto con la hembra, ella sale de su tubo. El cortejo del macho se divide en dos
partes, la primera presenta movimientos corporales y golpes de patas sobre el
sustrato/tela; y la segunda es el cortejo que el macho realiza sobre la hembra una vez
que entraron en contacto mientras intenta el correcto enganche. Las duracion del
cortejo que los machos realizaron fueron: antes del contacto 242,2 + 224,8 segundos
(0-612); en contacto 86,8 + 38,5 segundos (32,8 - 141,6). Duraciones y cantidades
promedios de las unidades comportamentales y de la cépula se plasman en la tabla 6.
No se observaron canibalismos por parte de las hembras, aunque en algunas
ocasiones, al finalizar la cépula, la hembra avanzo sobre el macho con la siguiente

huida del mismo.
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Tabla 5. Comportamientos de machos y hembras de G. vachoni durante los encuentros sexuales.

Referencias: Ferretti et al., 2011.

PRESENTE

COMPORTAMIENTO  DESCRIPCION
REFERENCIAS TRABAJO
Cortejo del macho
Rasgar Patas [ y II sobre el sustrato extendidos con
X X
(“scratching”) movimientos hacia adelante y atrds
Ti Pata I extendida toca la tela, flexiona fémury
irones X X
(“streching) patella en 45°. Brusco y sincrénico
Patas I y II flexionadas golpeando el sustrato.
Repiqueteo . X
Asincronico
Patas I extendidas sin tocar el sustrato,
Espasmo . L. .
descienden con movimiento oscilante. X
Sincronico
movimiento brusco que empuja el cuerpo
Contraccion
hacia las patas de patas I y II flexionadas sobre X
el sustrato
Toques con pata II sobre la region dorsal y
Masaje , ) .. X X
lateral del cefalotérax de la Q. Asincrénicos
Movimiento brusco luego del enganche que
Sacudida o L ) X
posiciona a la hembra en la posicidn de copula
Golpes con los pedipalpos en el esternon de la
Golpes a la hembra L , . X X
@ en posicion de copula. Asincronicos
Golpe vigoroso con pata Il y Il contra patasy X
Golpe espasmodico
peesp cuerpo de la hembra
Golpes (“beats”) Golpe de las patas I y II contra el sustrato. X
Comportamientos de la hembra en la copula
Movimiento brusco del cuerpo por
“Body jerks” contraccion de patas y palpos antes de las X
inserciones
Catalepsis Estado de quietud luego de la copula X

(35]




Tabla 6. Pardmetros del cortejo y cépula de A. centralis. Los datos se presentan como media +

desvio estdndar. Las duraciones se presentan en sequndos.

MEDIA MAXIMO MINIMO
Rasgar 51+ 5,8 17 o
Tirones c ) ) 1,3+3,8 14 0
Reni ortejo previo "
eplquet?o contacto 13,1 £ 16,8 51 o
Contraccion 38 + 68 217 o
Espasmos 1,4 + 4,4 14 o
Masajes 96,4 + 39,6 164 26
; Cortejo en
Sacudidas 5,8 + 4,0 15 2
contacto
Golpesala? 380,6 + 220,3 794 88
Catalepsis 27,1+ 29,8 85,76 o
Duracion de cépula 84,9 + 86,9 204,5 9,8
Numero de inserciones 8,7+5,3 15 2
Duracion Promedio de inserciones 3,7+1,3 6,08 1,856
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5. Discusion
5.1. Historia Natural

Los registros de colecta de P. longisternale muestran un periodo reproductivo
otono-invernal que coincide con lo observado para Sierra de la Ventana (Ferretti et al.
2012b) pero no coincide completamente con Uruguay, en donde los machos
caminantes también se observaron de agosto a diciembre (ademads de los meses abril y
mayo) (Costa & Pérez-Miles 2002). Los machos de G. vachoni se observaron en varios
momentos del afio; de noviembre a diciembre coincidiendo con los picos estivales de
los machos del género (Costa & Pérez-Miles 2002) y en meses invernales. En el
laboratorio se observé que los machos inmaduros mudan durante el verano, lo que
sugiere que los juveniles aprovechan la abundancia de comida de estos meses,
maduran y luego hibernarian hasta mediados de la primavera para salir a buscar
pareja, lo que coincide con la observacion de machos con sus mudas en cuevas
durante el invierno (observacién personal). Las hembras de G. vachoni cambian de
exoesqueleto en los meses calidos, presentando un gran pico en febrero, similar a otras
hembras de la familia (Costa & Pérez-Miles 2002; Minch 1977; Pérez-Miles et al. 2005).
La gran actividad de machos de A. centralis se observé desde el inicio del otofio hasta
finales del invierno. El periodo reproductivo invernal esta ampliamente distribuido en
la familia (Decae 2005) y en el género (Capocasale & Perez-Miles 1990). Bajo
condiciones de laboratorio se observé a machos de A. centralis llegar a la adultez
durante todo el afio, la temperatura y el alimento fueron constantes en el invierno y
verano, quizds que para esta especie, esos factores contribuyeron a la continua
aparicion de individuos adultos. Durante el verano juveniles y hembras adultas se

refugian y su actividad disminuye al minimo (Ferretti et al. 2012b), en esta etapa el
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tubo exterior de seda desaparece y los individuos viven en el interior de la cueva, la
cual presenta la porcion superior obliterada con sustrato.

La construccion de ootecas en P. longisternale se observo a partir de dos meses
de la ultima observacion de machos a campo. Tanto los dias de incubacion como asi
los meses de puesta de los huevos difirieron con las poblaciones de P. longisternale de
Uruguay (Costa & Pérez-Miles 2002). La conservacion del esperma en las espermatecas
de las hembras por tanto tiempo da lugar a una posible competencia de las eyaculadas
o posibles manipulaciones por parte de la hembra (Birkhead & Moller 1998; Eberhard
1996). En A. centralis el tiempo entre machos y ootecas fue menor, llegandose a
solapar la presencia de machos y la puesta de huevos. La cantidad de huevos y
juveniles observadas fue menor que para otras especies de la familia como Prorachias
bristowei (Souza-Silva et al. 2014) y Acanthogonatus franckii (Calderén et al. 1990),
aunque las hembras de esta ultima especie llega a un tamafio mayor que las hembras

de A. centralis.

5.2. Maduracién

Los resultados obtenidos del andlisis histoldgico del ovario concuerdan con lo
descripto en otras especies de arafias (Margraf et al. 2011; Michalik et al. 2005;
Morishita & Ferreira 2003). Se pudo establecer que el desarrollo de los ovarios
antecede al de las espermatecas. Sin embargo, dada la ausencia de ovocitos
vitelogénicos en los estadios analizados, no fue posible determinar con esta técnica el
momento exacto del inicio de la madurez sexual. La formacion de las espermatecas es
anterior al surgimiento de los machos y del periodo reproductivo, dando un tiempo de

acondicionamiento antes del primer apareamiento. Por otro lado, algunas hembras
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presentan espermatecas bien formadas un periodo reproductivo antes que sus
hermanos maduren, previniéndose asi la copula entre ellos. También se observo que
hembras virgenes mudaron a mitad del invierno; esta renovaciéon de espermatecas
durante el periodo reproductivo puede tomarse como una estrategia que optan las
hembras cuando el periodo estd terminando y todavia no copularon. Quizas una nueva
espermateca y cuerpo mas grande le brinde una mayor oportunidad de éxito
reproductivo (Prenter et al. 1999). Una vez que las hembras copulan, no se produce
una nueva muda hasta la eclosion de los juveniles. Con el nuevo exoesqueleto surge
una nueva espermateca limpia sin restos de esperma a diferencia de las hembras de las
Araneomorphae que salvo rara excepciones viven solo un periodo reproductivo (Foelix

2011).

5.3. Cortejoy Cépula

Costa & Pérez-Miles (1992) describen el cortejo y copula de P. longisternale de
las poblaciones de Uruguay y aunque las duraciones, inserciones y posicion de cdpula
fueron similares a la poblacion de Sierra de la Ventana, se encontraron diferencias en
el cortejo. Las poblaciones de Sierra de la Ventana no utilizaron el comportamiento
“palpar”. Este comportamiento se encuentra ampliamente distribuido entre las
tarantulas y se considera una unidad de comunicacién de corta distancia (Costa &
Pérez-Miles 2002; Quirici & Costa 2005). Teniendo en cuenta que la descripcion de la
especie P. longisternale fue realizada en el afio 1942 con un holotipo de Santiago del
Estero, en donde se detalla una amplia distribucion por toda la Argentina (Schiapelli &
Gerschman 1942); advirtiendo la existencia de importantes diferencias en cuanto a la

fenologia y el comportamiento de ambas poblaciones, se sugiere a partir de este
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trabajo, una revision a nivel especifico con métodos mas modernos de las poblaciones
de Argentina y de Uruguay.

La tarantula G. vachoni no mostré diferencias en su cortejo con los
anteriormente descriptos (Ferretti & Ferrero 2008). La ausencia de “golpeteos” por
parte de la hembra no se considera una carencia de este comportamiento, dado que no
es un comportamiento observado frecuentemente (observacion personal). Los
golpeteos se consideran un cortejo positivo de la hembra que ayudarian a la
orientaciéon del macho (Copperi et al. 2012). Durante los ensayos realizados, los
cortejos no fueron de larga duracion debido a una rapida unién de las parejas, lo que
llevo a la ausencia de sefiales de ubicacion de la hembra. El cortejo ayuda al
reconocimiento de la pareja y orienta a la hembra hacia el macho (Shillington &
Verrell 1997).

Ambas tarantulas, G. vachoni y P. longisternale, presentaron la secuencia de
cortejo, enganche y copula dentro de los parametros de la familia y respectivos sus
géneros (Costa & Pérez-Miles 1992, 2002; Ferretti et al. 2013a; Ferretti & Ferrero 2008;
Shillington & Verrell 1997; Yanez et al. 1999).

Por medio de este estudio se describe con mas detalle el cortejo y copula de A.
centralis. A los comportamientos ya descriptos se agregaron unidades y se hace
diferencia entre el cortejo del macho antes del contacto y después de éste (Ferretti et
al. 2011). Aunque su duracién es menor, el cortejo en contacto es mds intenso que el
cortejo previo. El comportamiento “golpe espasmoédico” se lo incluyo dentro de los
movimientos que el macho hace con pata II antes y durante el enganche. La unidad
“body jerks” de las hembras, en este trabajo se la considerd equivalente a “sacudidas”

del macho (comunicacién personal con Ferretti). Tanto las inserciones como la

[40]



posicion de copula fueron similares a lo establecido para esta especie y otras dentro de

su género (Ferretti et al. 2011; Pérez-Miles & Capocasale 1982).

5.4. Cortejo, estructuras y su funcionalidad

Durante el enganche, los queliceros de las hembras quedan inmovilizados y
trabados con los espolones de los machos. Pese a una inicial creencia de que este
comportamiento actuaba como una precaucion de los machos contra una tendencia
canibal y agresiva de las hembras (Jackson & Pollard 1990); actualmente debido a casi
ausencia de ataques y solo escasos registros de agresiones post-copula (Costa-Schmidt
et al. 2017; Costa & Pérez-Miles 2002; Ferretti et al. 2013a), el enganche seria un
comportamiento en donde las dos partes interacttian y coordinan la posicion de
copula. La posicidon de copula enfrentados seria una regla dentro de las migalomorfas,
salvo la tarantula Sickius longibulbi que carece de espermatecas, donde los machos
adoptan una posicion diferente al resto del grupo; en estas arafias luego del enganche
el macho empuja a la hembra hasta que queda acostada contra el sustrato, para luego
el macho posicionarse en un angulo de 9o° encima de ella, de esta forma se supone
que sus inserciones alcanzarian a depositar esperma en el oviducto (Bertani et al. 2002,
2008).

No obstante, dos comportamientos son de atencion en estas tarantulas, la
vibracién de los machos de P. longisternale durante los tltimos momentos de la cépula
y las contracciones de las hembras de G. vachoni antes y durante la coépula. La
estimulacion de las hembras a través de movimientos durante la copula se conoce
como cortejo copulatorio y se correlaciona positivamente con la eleccion de pareja

(Eberhard 1985, 1991, 1996). Los machos de P. longisternale podrian estar estimulando
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a la hembra para poder realizar mayor cantidad de inserciones y de esta forma
transferir mayor cantidad de esperma o podrian estar estimulando a las hembras para
que internamente almacenen o en un futuro utilicen su esperma para fertilizar mayor
numero de huevos. En cuanto a las hembras de G. vachoni, el comportamiento
contraccion se relaciona con un rechazo de la hembra hacia el macho (Copperi et al.
2012). Este comportamiento es realizado usualmente ante el cortejo del macho, en
donde la hembra responde con movimientos que generan una corriente de aire o
vibraciones sismicas desde la cueva y el macho en respuesta huye (Copperi et al. 2012;
Costa et al. 2013b; Pérez-Miles et al. 2005). En este caso las hembras realizaron las
contracciones ante el contacto y/o enganche pero el macho en vez de huir contesto
con vibraciones. Luego el macho realiz6 las inserciones y posterior a la separacion de
la pareja no se observaron agresiones (algunas hembras quedaron en estado de
catalepsis). Esta comunicacion entre la pareja durante la copula cambiaria la sefial de
rechazo de la hembra a una aceptacion de la cépula (Peretti & Aisenberg 2011). Sin
embargo ante la insistencia del macho, la hembra podria estar aceptando la cépula
para luego desechar el esperma, aunque corre mayores riesgos y enfrentaria un gasto
energético.

En A. centralis el cortejo previo actuaria de identificador y orientador de posible
pareja a través de comunicacion sismica (Quirici & Costa 2005). En cambio el cortejo
en contacto estaria brindando a la hembra informacion mas objetiva de las cualidades
e identidad del macho, que podrian influenciar sus decisiones futuras (Eberhard 1996).
En algunas especies de tarantulas, las hembras pueden responder ante el cortejo de un
macho de otra especie, pero luego del contacto solo enganchan con co-especificos

(Costa et al. 2013b). Ambos individuos presentan lipidos cuticulares que brindan
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informacion al actuar como sefiales quimicas (feromonas) (Gaskett 2007; Trabalon
20m). Por lo tanto durante este cortejo, ademas de los movimientos realizados por el

macho, existe una comunicacion a nivel quimico.
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Capitulo II

Comunicacion Intersexual a Nivel Quimico
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1. Introduccién

Se considera comunicacion animal a cualquier comportamiento emitido por un
individuo, que al enviar una sefial produce un efecto sobre el comportamiento
presente o futuro de otro animal (Nentwig 2013). La comunicacion quimica, ya sea a
través de productos voldtiles o de feromonas de contacto, es el modo de comunicacion
mads primitivo entre animales (Nentwig 2013; Pollard et al. 1987). En muchas especies,
el rol mas importante que posee la misma es durante el cortejo, momento en que el
macho y la hembra estan proximos entre ellos (Wyatt 2003).

Las feromonas (volatiles o de contacto) son sefales quimicas que provocan,
generalmente, respuestas mutualmente beneficiosas entre receptores intraespecificos
(Karlson & Luscher 1959; Wyatt 2003). Las feromonas sexuales atraen al sexo opuesto
de una misma especie durante la temporada reproductiva, éstas disparan
comportamientos de busqueda y de cortejo, ademas de poder sincronizar la actividad
reproductiva de parejas potenciales en espacio y tiempo (Gaskett 2007; Johansson &
Jones 2007; Karlson & Luscher 1959).

En la mayoria de las especies son las hembras quienes eligen la pareja con quien
aparearse, esto se debe a que el sexo femenino invierte mds energia en la descendencia
(Andersson 1994; Trivers 1972; Williams 1975). Sin embargo, en algunos casos la
seleccion la realizan los machos exhibiendo de este modo eleccion de pareja, eligiendo
a las hembras en mejores condiciones corporales, las cuales se presume que serian las
mads fecundas (Bonduriansky 2001; Edward & Chapman 20m). Bonduriansky (2001)
describe como eleccion de pareja masculina pre-copula a: la aceptacion o rechazo de
una hembra en particular, a la variacién en la intensidad o frecuencia del cortejo y a

los intentos de copula hacia hembras con diferencias en sus cualidades como pareja.
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Cuando los machos invierten considerablemente en el apareamiento con cortejos
energéticamente demandantes, o gastando tiempo persiguiendo o cortejando a
hembras no receptivas, pueden llegar a sufrir altos costos energéticos o reproductivos
y pueden ver limitado el tiempo destinado a copular (Baruffaldi & Andrade 2015; Byrne
& Rice 2006; Kelso & Verrell 2002; Morse 2010; Wedell et al. 2002). Ademds en las
especies donde las hembras pueden copular con varias parejas, la competencia
espermatica podria afectar el éxito reproductivo final de los machos (Elgar 1998). Por
lo tanto, es ventajoso para los machos poder distinguir entre hembras que posean
diferentes estatus reproductivos y/o receptividad, asi llegarian a ser capaces de evaluar
los riesgos de la competencia espermadtica previos a la cépula (Assis et al. 2016;
Guilford & Dawkins 1991). Consecuentemente, si las diferencias existentes tanto en la
calidad o la cantidad de las senales quimicas presentes en las telas o en los cuerpos de
las arafias, significarian diferencias en el tamafio o en estado reproductivo de las
hembras, seria muy ventajoso para los machos poder detectar tales diferencias (Assis
et al. 2016; Harari & Steinitz 2013).

En las aranas, la comunicacién durante el cortejo generalmente es multimodal,
incluyendo la emision y recepcion de sefiales visuales, vibratorias, tactiles y quimicas
ya sean volatiles o por contacto (Elgar 1998; Foelix 2011; Huber 2005). Las feromonas
de contacto que poseen las aranas tipicamente estan asociadas con la seda, lineas de
seda o el sustrato, las feromonas volatiles son emitidas desde la seda o la cuticula del
cuerpo (Gaskett 2007; Schulz 2004). Las hembras de las arafias pueden poseer
feromonas volatiles, que cumplirian el rol de atraer al macho o inducirian
comportamientos de biisqueda, mientras que las feromonas de contacto estimularian

al macho a cortejar por medio de comportamientos ritualizados y proveerian

[46]



informacidn especifica acerca del estatus sexual del emisor (Gaskett 2007). En general,
en las arafas, las feromonas volatiles actuarian como atrayentes de largo rango y las
feromonas de contacto operarian como senales de corto alcance, ambas clases de
sefiales son percibidas mediante quimiorreceptores presentes en los pedipalpos
masculinos (Aisenberg et al. 2010; Gaskett 2007).

La importancia que presentan las feromonas en el reconocimiento de las parejas
estd documentada en numerosas especies y en la actualidad también se ha
comprobado su rol de sefiales e indicadores quimicos en la eleccion de pareja

(Johansson & Jones 2007; Steiger & Stokl 2014; Wyatt 2003).

Symonds y Elgar (2008) estimaron que cerca del 80% de las investigaciones
realizadas sobre feromonas han sido en insectos, y solo el 1% en aranas. Los pocos
estudios realizados dentro de este grupo muestra una amplia evidencia que los machos
de las aranas pueden llegar a distinguir entre hembras virgenes y hembras que ya han
sido copuladas (Symonds & Elgar 2008). Ejemplos de este comportamiento se
observaron en arafas lobo (Baruffaldi & Costa 2010), viuda negra (Stoltz et al. 2007),
arafias de telas orbiculares (Schulte et al. 2010) y arafias del desierto (Tuni & Berger-
Tal 2012).

A pesar de que en los dltimos afos el conocimiento es mayor dentro de este
orden, algunos grupos no hay sido estudiados en profundidad, tal es el caso de las
migalomorfas. En un inicio Platnick (1971), divide al cortejo de las arafias en tres
niveles, dependiendo del estimulo para el inicio del cortejo del macho; asi cataloga a la
mayoria de las migalomorfas en arafias de nivel I por comenzar el cortejo luego del
contacto del macho con la hembra. Dentro de este nivel sin comunicacion quimo tactil
incluye a todas la terafosidas (Platnick 1971). Afios después Coyle & Shear (1981)
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cambian esta vision cuando sugieren, con sus observaciones realizadas en Sphodros
abboti (Atypidae), que los tubos de seda de las hembras adultas estan asociadas con
feromonas de contacto que inducen el cortejo de los machos. Luego Gaskett (2007) en
su revision de feromonas sexuales en arafias, enumera los trabajos donde, a través de
observaciones indirectas realizadas a campo y en laboratorio, se deduce la presencia
de feromonas en la tela de las hembras, mencionando solo a las familias
Antrodiaetidae y Theraphosidae. Schulz (2013) dentro de su revision desde una
perspectiva estructural de las feromonas, menciona dos estudios realizado en lipidos
presentes en la cuticula de hembras y de compuestos en la tela en dos especies de
Brachypelma (Theraphosidae), los cuales actian como mediadores de interacciones
intraespecificas (Dor et al. 2008; Trabalon 20m1), confirmando asi la existencia de
feromonas en las hembras y en sus telas. Ferretti y colaboradores (2013), durante la
revision de trabajos de comportamiento reproductivo en varias familias de arafas
migalomorfas de los ultimos 21 afos, indican que la mayoria de estos estudios
proponen como forma de comunicacion de las parejas, la utilizacién de sefales
presentes en la tela de las hembras, posiblemente con feromonas asociadas a ella.

En la descripcidn del cortejo de Acanthogonatus centralis Goloboff 1995 se hace
mencidn del inicio del cortejo del macho previo al contacto con la tela del tubo de
seda de la hembra (Ferretti et al. 2011). Costa y Pérez-Miles (1992) describen el cortejo
y copula de Plesiopelma longisternale (Schiapelli & Gerschman, 1942) donde el macho,
durante la tinica experiencia, comienza el cortejo luego de tocar a hembra; pero los
autores mencionan que en oportunidades anteriores, observaron al macho iniciar el

cortejo al tocar seda de una hembra. Las hembras de ambas especies construyen sus
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refugios bajo piedra, A. centralis realiza tubos de tela (Fig. 1) mientras que P.
longisternale tapiza con abundante seda la entrada y paredes de su cueva (Fig. 2).
Sobre la base de lo expuesto se plantea la hipdtesis que la comunicacion sexual
en estas arafas migalomorfas es principalmente a través del contacto del macho con
seda, previamente depositada por la hembra en su refugio. Estas sefiales pueden
brindarle al macho informacion de la hembra, como su estatus reproductivo,
receptividad o su condicidén. Asi se espera que los machos basen sus esfuerzos

reproductivos en hembras que potencialmente aumenten su éxito reproductivo.
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2. Objetivos

2.1. Determinar la existencia de comunicacion tacto-quimica intersexual mediante
la presencia de feromonas volatiles y/o de contacto por medio de experiencias

de comportamiento.

2.2. Analizar la influencia del estatus reproductivo de las hembras en la eleccion

masculina a través de evidencias comportamentales.

2.3. Evaluar la posible eleccion masculina de la condiciéon femenina mediante

pruebas comportamentales.
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Figura 2. Hembra de P. longisternale en su refugio tapizado con abundante seda. A la derecha

se observan restos de una exuvia del ejemplar. Foto tomada en Sierra de la ventana.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Colecta de individuos y mantenimiento en el laboratorio

Los machos adultos de Acanthogonatus centralis (N=30) se colectaron en la
localidad de Sierra de las Ventana (38°04'21.3"'S, 62°03°02.6''0), Buenos Aires,
durante los meses de mayo y agosto del afio 2014. Las hembras (n=20) se colectaron y
se mantuvieron bajo condiciones de laboratorio hasta que mudaron y se pudo
confirmar su sexo a través de la presencia de espermatecas en la exuvia. Los ejemplares
se acondicionaron individualmente en cajas de Petri de plastico con sustrato de tierra
y un algodén embebido en agua como bebedero. Los individuos se alimentaron una
vez a la semana con Gryllus assimilis (Orthoptera, Gryllidae) y Blatella germanica

(Blattodea, Blatellidae). El fotoperiodo fue de 12 horas luz: 12 horas oscuridad.

3.2. Criterios generales de las experiencias

A todos los individuos se les midid el ancho del cefalotérax como medida
representativa del tamafo corporal en arafias (Eberhard 1996; Foelix 2011). Las araiias
se pesaron con balanza Ohaus PA313 Explorer (precision 0,001). La temperatura de la
habitacion durante las experiencias fue de 26.7°C + 1.52. Todas las interacciones se
grabaron usando una camara digital Panasonic SDR-S7 acoplada a una estructura fija.
Los videos se analizaron usando el programa JWatcher 0.9 (Blumstein et al. 2000).

Todos los elementos utilizados se lavaron con agua y detergente, secados,
rociados con alcohol y secados nuevamente, para asegurarse la correcta limpieza y
eliminacién de posibles restos de sefiales entre los ensayos (Dodson et al. 2013; Gaskett

2007; Walsh & Rayor 2008).


http://animaldiversity.org/accounts/Gryllus_assimilis/classification/#Gryllus_assimilis
http://animaldiversity.org/accounts/Gryllidae/classification/#Gryllidae

Se consider6 hembra virgen a los ejemplares que luego de su colecta en el
laboratorio mudaron al menos una vez. Se consider6 hembra copula (N=10) a
ejemplares que una semana previa a las experiencias se las cruzé con un grupo de
machos no utilizados en estos ensayos. Un stock de veinte machos fue utilizado para
cada prueba, no repitiéndose parejas entre los diferentes ensayos. En caso de deceso,
los machos fueron reemplazados por uno nuevo del stock de 30 machos originales.
Entre los diferentes ensayos, los ejemplares descansaron un minimo de tres dias a un
maximo de diez.

3.3. Diserio de experimentos

3.3.1. Prueba de existencia de feromonas femeninas voldtiles

Las experiencias se realizaron con un olfatémetro en “Y” de vidrio borosilicato
térmico 3.3 Pyrex CGW 7740. El mismo consté de un tubo colector de 35cm y 5 cm de
diametro (brazo de introduccion) unido a dos brazos de 20 cm de largo (brazo de
eleccion); todos estos trayectos fueron divididos en regiones (Fig. 3). Los tres extremos
se sellaron con tela voile la cual permitio el paso de aire pero impidio el escape de los
animales. En una mesa diferente, para evitar un cambio en el comportamiento de los
machos ante vibraciones (Aisenberg et al. 2010), se colocaron dos ventiladores
dirigidos hacia los extremos de ambos brazos de eleccidn. Los ventiladores (8 cm de
didmetro) se utilizaron a 2292 r.p.m., produciendo una corriente de aire estable.
Previamente al estudio se probaron los ventiladores a diferentes revoluciones y se
observo el comportamientos de machos de ambas especies (N=3) con el fin de utilizar
la velocidad dptima. Los machos se asignaron al azar a cada tratamiento. Se
depositaron cuidadosamente en el brazo de introduccion y se les permitié caminar

libremente dentro del olfatometro. Se grabaron los movimientos y los
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comportamientos de cada macho y se evaluaron cuatro parametros: i) primer brazo
visitado; ii) tiempo total en cada brazo (permanencia); iii) tiempo total en cada region
y iv) tiempo hasta elegir el primer brazo (latencia de eleccion).

3.3.1.1.  Feromonas voldtiles presentes en la cuticula de las hembras de A.

centralis

En una mesa diferente para evitar comunicacion sismica (Quirici & Costa 2005),

se coloco entre los brazos de eleccion y los ventiladores un recipiente de 7 cm de
didmetro y 6,5 cm de largo, a una distancia de 1 cm entre cada dispositivo. Cada
extremo del recipiente se cubrid con una tela voile. Las hembras se colocaron en los
contenedores 30 minutos previos al inicio, los ventiladores se mantuvieron encendidos
desde ese momento hasta finalizado los 15 minutos de registro de actividades. Los
tratamientos de feromonas cuticulares fueron: macho ante hembra virgen versus
control (N=20), macho ante hembra copulada versus control (N=20), macho ante
hembra virgen versus hembra copulada (N=20) y machos ante dos controles (N=10).
Los controles fueron contenedores vacios.

3.3.1.2. Feromonas voldtiles presentes en la tela de las hembras de A.

centralis

Las hembras se confinaron en un recipiente limpio por tres dias. Toda la seda

que la hembra deposité en él, se removio cuidadosamente y se colocé en la parte final
de un brazo de eleccion. Para separar e impedir el contacto de la tela con los machos,
un fragmento de tela voile se ubico 5 centimetros antes del final de cada brazo. Los
ventiladores se mantuvieron encendidos desde el ingreso del macho al “brazo de
introduccion” hasta finalizados los 15 minutos de registro. Los tratamientos de

feromonas presentes en la tela fueron: macho ante seda de hembra virgen versus
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control (N=20), macho ante seda de hembra copulada versus control (N=20) y macho

ante seda de hembra virgen versus seda de hembra copulada (N=20).

49?
>
0&
1
35cm
@5cm

Figura 3. Olfatémetro en “Y”. Tanto ventiladores como recipientes contenedores de las hembras

se situaban en otra mesa.

3.3.2. Prueba de existencia de feromonas femeninas de contacto en A. centralis

Para evaluar la existencia de feromonas femeninas sexuales de contacto se usé
una arena de triple eleccién (Papke et al. 2001; Riechert & Singer 1995). El dispositivo
conto con tres contenedores pldsticos unidos mediante tubos a un contenedor central
(Fig. 4). Las hembras se colocaron en contenedores individualmente, la base consto de
un papel de filtro donde durante 24 horas pudieron depositar su tela. Unos minutos
antes del comienzo del ensayo, se retir6 a la hembra y el contendor con la tela

adherida al papel de filtro se lo unié a la triple arena. Luego se liber6 al macho en la
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camara central y se analizaron sus movimientos en relacién a los movimientos
realizados en los tres contenedores con diferentes tratamientos (Riechert & Singer
1995). Se registré: i) latencia (tiempo desde la entrada del macho a un contenedor
hasta el inicio del cortejo); tiempo total en cada contenedor; iii) frecuencia de cada

comportamiento.

Figura 4. Esquema de la arena de triple eleccién. T: tratamiento.

La arena conto con contenedores de 7 cm de didmetro y 4 cm de alto unidos a
un segmento central por medio de tubos de 3 cm de largo y 1 cm de ancho. Los
tratamientos constaron de un macho confrontado durante 20 minutos a: tela de
hembra virgen grande versus tela de hembra virgen pequeiia versus control (V.p-V.g-
C) (N=20); tela de hembra copulada grande versus tela de hembra copulada pequeiia
versus control (Cop.p-Cop.g-C) (N=20); tela de hembra copulada versus tela de

hembra virgen versus control (Cop-V-C) (N=20) y control versus control versus
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control (C-C-C) (N=10). Los grupos de hembras pequefas y grandes contaban con
pesos que diferian significativamente (Virgenes t=-7,1691, p<o,o01 y Copuladas t=-3,73,

P<0,005). Los controles fueron un contenedor con papel de filtro en su base.

3.4. Andlisis estadisticos

Para el andlisis de los resultados se utilizé el paquete estadistico PAST v.3.02
(Hammer, Harper & Ryan, 2001) y SPSS 14.0. Se analiz6 si los datos siguieron una
distribucién normal usando el test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de las
variancias con el test Levene. Variables que no se ajustaron a la normalidad se
analizaron utilizando test no paramétricos (Mann-Whitney U-test para muestras
independientes y Wilcoxon signed-rank test para muestras dependientes). Se utilizo el
Andlisis de Varianza (ANOVA) no paramétrico de Kruskal-Wallis. Se compararon las
frecuencias de muestras dependientes con el test global Cochran Q y McNemar. Se
realizaron correlaciones de Spearman para ver si tamafo y/o el peso de los individuos
se relacionaron con la intensidad del cortejo, las latencias iniciales y los tiempos
totales de cortejo. Ademas se realizaron regresiones lineales con la previa
transformacion logaritmica (en base 10) de los datos. Las regresiones proporcionan un
medio de cuantificar y comparar las diferencias entre las relaciones de la intensidad
del cortejo, las latencias iniciales y los tiempos totales de cortejo con una variable de

referencia comun (el peso de los individuos).
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4. Resultados
4.1. Prueba de existencia de feromonas femeninas voldtiles

4.1.1. Feromonas voldtiles presentes en la cuticula de las hembras de A. centralis

Los machos de A. centralis no mostraron una preferencia en la primera eleccion
del brazo del olfatometro, no encontrandose diferencias significativas en los
tratamientos, Control (test binomial: N=10, p=1); Virgen-Control (test binomial: N=2o0,
p=1); Control-Copulada (test binomial: N=20, p=0,824) y Virgen-Copulada (test
binomial: N=20, p=0,481) (Fig. 5).

En el trascurso de los 60 ensayos de existencia de feromonas volatiles, no se
observo ningun patron de comportamiento reproductivo por parte de los machos. Se
hallaron diferencias significativas en el tiempo que los machos caminaron por las
diferentes regiones (Fig. 6(a-d)). Con respecto al tiempo que los machos transitaron
los diferentes brazos, se encontraron diferencias significativa en la proporcion de
tiempo relativo en el tratamiento Virgen-Control, en el que los machos pasaron mas
tiempo en el brazo control (Mann Whitney U test, z=-2,8816; p=0,003956 (Fig. 7). En el
resto de los tratamientos no se encontraron diferencias significativas basadas en 20
ensayos de cada tipo: Control (Mann Whitney U test, z=-0,038084; p=0,96962);
Copulada-Control (Mann Whitney U test, z=-0,20299; p=0,83914); Virgen-Copulada
(Mann Whitney U test, z=-0,9919; p=0,32125). No se encontraron diferencias en la
latencia de eleccién de los tratamientos, es decir en el tiempo que los machos tardan
en elegir un brazo (H=1,473; p=0,4789), los tiempos medios fueron en Virgen-Control
58,45 + 68,94 segundos (2,86 - 241,44), en Copulada-Control 58,05 + 82,77 segundos

(2,30 - 280,40) y en Virgen-Copulada 89,14 + 127,59 segundos (2,02 - 471,76). Ademads se

(58]



pudo observar que durante los dias de los ensayos la latencia no disminuy? (rs=0,224;

p=0,533).

Tela Virgen-Copulada

Virgen-Copulada

Tela Virgen-Control

B Virgen
Tela Copulda-Control B Copulada
Copulada-Control ® Control
& control

Virgen- Control

Control

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 5. Porcentaje de la primera eleccion de tratamiento de los machos de A. centralis.

m Region 1 d m Region 1 b
M Region 2 M Region 2
B Region 3 B Region 3
M Brazo M Brazo
Control H.Virgen
Brazo Brazo
Control Control
H=10,07 p<o0,05 H=34,07 p <o0,001
B Regidn 1 C B Region 1 d
B Region 2 M Region 2
B Regidén 3 M Region 3
H Brazo H. H Brazo
Copulada H.Virgen
Brazo Brazo H.
Control Copulada
H= 41,97 p <o,001 H=16,68 p <o0,001

Figura 6. Porcentajes de tiempo que los machos de A. centralis caminaron por cada regién y su

estadistico. a: Control; b: Virgen-Control; ¢: Copulada-Control y d Virgen-Copulada.
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Figura 7. Tiempo utilizado por los machos de A. centralis en el brazo tratamiento versus el brazo

control como proporcion del tiempo total transcurrido en ambos.

4.1.2. Feromonas voldtiles presentes en la tela de las hembras de A. centralis

Los machos de A. centralis no mostraron una preferencia en la primera eleccién
del brazo del olfatometro, no encontrandose diferencias significativas en los
tratamientos Tela H. Virgen- Control (test binomial: N=20, p=648); Tela H. Copulada-
Control (test binomial: N=20, p=0,648) y Tela H. Virgen-Tela H. Copulada (test
binomial: N=2o0, p=1) (Fig. 5).

En el trascurso de los 60 ensayos de existencia de feromonas volatiles presentes
en la tela de las hembras, no se observd ningiin patréon de comportamiento
reproductivo por parte de los machos.

Se hallaron diferencias significativas en el tiempo que los machos caminaron
por las diferentes regiones (Figura 8 (a-c)). Con respecto al tiempo que los machos
transitaron los diferentes brazos, se encontraron diferencias significativa en la
proporcién de tiempo relativo en el tratamiento H. Tela Copulada-Control (Mann

Whitney U test, z=-2,2944; p=0,021766) donde los machos pasaron mas tiempo en el
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brazo con tela de hembra copulada (Fig. 7). En el resto de los tratamientos no se
encontrd diferencias significativas basadas en 20 ensayos de cada tipo: Tela H. Virgen-
Control (Mann-Whitney U test, z=-1,3936, p=0,16344) y Tela H. Virgen- Tela H.
Copulada (Mann Whitney U test, z=-1,1636, p=0,24457). No se encontraron diferencias
en la latencia de eleccion de los tratamientos, es decir en el tiempo que los machos
tardan en elegir un brazo (H=0,7211; p=0,6973), los tiempos medios fueron en Tela H.
Virgen-Control 58,40 + 109,53 (1,78 - 402,38) en Tela H. Copulada-Control 105,91 +
225,80 (1,49 - 899,59) y en Tela H. Virgen- Tela H. Copulada 44,91 + 84,67 (1,22 -
319,76). Ademads se pudo observar que durante los dias de los ensayos la latencia no

disminuyé (rs=0,2619; p=0,53641).

M Region 1
M Region 1 a & b
. B Regidn 2
M Region 2
B Region 3
B Region 3
B Brazo tela H.
® Brazo tela H. Copulada
Virgen
Brazo Control
Brazo
Control
H=33,06 p <o,001 H= 34,02 p <o0,001
M Region 1
& C
B Region 2
M Region 3

M Brazo tela H.
Virgen

Brazo tela H.
Copulada

H=4132 p<o0,001



Figura 8. Porcentajes de tiempo que los machos de A. centralis caminaron por cada regién y su
estadistico. a: Tela H. Virgen-Control Control; b: Tela H. Copulada-Control y c: Tela H. Virgen-
Tela H. Copulada.

4.2. Prueba de existencia de feromonas femeninas de contacto en A. centralis

Los machos recorrieron los tres diferentes tratamientos del grupo Control en
todos los ensayos (100%), en un 45% del grupo V.p-V.g-C, en un 25% del grupo Cop.p-
Cop.g-C y en un 55% del grupo V-Cop-C. En las arenas de contacto el 95% de los
machos cortejé (unidad de cortejo: rasgar) sobre seda de hembra virgen y hembra
copulada (n=60). Los machos cortejaron al menos en uno de los tratamientos: en el
grupo V.p-V.g-C el 75% de los casos (n=20), en el grupo Cop.p-Cop.g-C el 90% (n=20)
y en el grupo C-V-Cop el 95% (n=20). Ningun macho cortejo sobre el tratamiento
control. Se encontraron diferencias significativas en la ocurrencia de cortejo por parte
de los machos en los tres tratamientos (Fig. 9), no se registraron diferencias en la
frecuencia de cortejo entre los tratamientos Virgen pequeiia/grande (test de
McNemar, N=20, p=0,508), Copulada pequeiia/grande (test de McNemar, N=20, p=1),
pero la ocurrencia de cortejo fue mayor en el tratamiento “Virgen” en el grupo
Virgen/Copulada (test de McNemar, N=20, p=0,02).

Cuando se compara el tiempo promedio relativo que los machos de A. centralis
permanecen en cada tratamiento podemos observar que no se hayan diferencias en el
grupo C-C-C (H=0,1376; p=0,9335) y en el grupo V.p-V.g-C (H=4,474; p=0,103). Se
hallaron diferencias dentro del grupo Cop.p-Cop.g-C (H=8,989; p=0,007684) donde
los machos pasaron mas tiempo en los tratamientos de hembras copuladas que en el
tratamiento “control” (Copulada pequefia- Copulada grande (z=0,30305; p=0,76185),

Copulada pequeiia- Control (z=3,241; p=0,0011912) y Copulada grande-Control (z=3,243;
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P=0,0025545). Dentro del grupo V-Cop-C (H=23,71; p<0,001) los machos pasaron mads

tiempo en el tratamiento “Virgen” (z=

3,0693; p=0,0021456) (Fig. 10).
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Figura 9. Ocurrencia de cortejo de los machos de A. centralis para los diferentes tratamientos.

Se muestran los resultados del test de Coachran.
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Figura 10. Comparacién del tiempo promedio que los machos de A. centralis permanecieron en

cada tratamiento en los diferentes grupos.
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Con respecto a la latencia, es decir al tiempo desde que los machos de A.
centralis ingresan en el contenedor con un tratamiento hasta el momento que inician
el cortejo, no se encontraron diferencias entre los tratamientos (H=9,471; p=0,09168)
(Fig. 11). Los machos no mostraron una diferencia en la cantidad de “rasgueos” entre
los tratamientos “pequeiia” y “grande” de los grupos V.p-V.g-C y Cop.p-Cop.g-C (N=20;
7=1,4154; P=0,15696 y N=20; 2=0,44266; p=0,65801, respectivamente). Dentro del grupo
V-Cop-C los machos realizaron mas rasgueos de tela en el tratamiento “Virgen” (N=20;
7=2,8776; p=0,004007). El nimero medio de rasgueos, error estiandar y valores
maximos y minimos se muestran en la tabla 1.

El peso de las hembras no se correlacion¢ significativamente con el numero de
rasgueos realizados por los machos en los diferentes tratamientos (V.p-V.g-C: rs=-0,22;
p=0,915; Cop.p-Cop.g-C: 1,=0,095; p=0,638; V-Cop-C: rs =-0,291; p=0,133). Tampoco se
encontraron valores de correlacion significativa entre el largo total de la hembras con
la cantidad del patréon de comportamiento rasgueo realizado por los machos en los
tres grupos (V.p-V.g-C: r;=-0,062; p=0,782; Cop.p-Cop.g-C: r;=0,050; p=0,837; V-Cop-C:
Is =-0,235; p=0,258). Los pesos de los machos no se correlacionaron con las variables
medidas (tiempo total, rasgueos de la tela y latencia de cortejo) en ninguno de los tres
grupos (tabla 2).Tampoco se encontraron asociaciones significativas entre el peso de

los machos con el tiempo total, los rasgueos de la tela y latencia de cortejo (Tabla 3).
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Figura 11. Duracién de la periodo desde que los machos de A. centralis entran al tratamiento
hasta el comienzo del cortejo. Se muestra el resultado de la comparacién estadisticas entre los
tiempos en sequndos en cada grupo. El tratamiento control no se representa por no poseer

cortejos por parte de los machos en éste.

Tabla 1. Valores medios, error estdndar y rango de la cantidad acciones de la unidad de cortejo

“rasgar” realizado por los machos de A. centralis en las arenas de contacto.

Grupos Media + Desvio Estandar

Virgen -Virgen -Control

Pequeiia (12) 30,91 + 28,01 (4-97)

Grande (15) 46,47 + 36,96 (2-107)
Copulada -Copulada -Control

Pequeiia (12) 72,25 + 63,37

Grande (13) 82,77 + 56,68 (19-216)

Virgen -Copulada -Control

Virgen (19) 80,32 + 50,30
Copulada (9) 48,56 £ 54,72 (1-165)
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Tabla 2. Asociaciones entre el tiempo total en los contenedores con tratamiento, latencia de

cortejo y numero total de unidades de cortejo realizadas versus el peso de los machos de A.

centralis. Datos del peso dados como media + desvio estandar.

Correlaciones

Virgen-Virgen-Control

Copulada-Copulada-
Control

Peso de los
machos (gr.)

0,24925 * 0,0606

0,24935 * 0,062

Virgen-Copulada-Control

0,2521 + 0,0619

Tiempo total Is=0,12782 p=0,59125 Is=-0,02783 p=0,90728 I's=-0,043609 p=0,85515
Latencia de

inicio I's=0,079492 p=0,73903 I's=-0,37096 p=0,10735 Is=-0,067669  p=0,77682

rasgtlélle: e 1=0,15118 P=0,52461 1=0,02783 P=0,90728 I's=-0,067132 p=0,77855

Tabla 3. Valores obtenidos a partir del andlisis de regresién lineal de las variables

comportamentales y el peso de los machos de A. centralis en los tres grupos de feromonas de

contacto.

Virgen-Virgen-Control

Peso de los machos

Peso de los machos

Peso de los machos

RZ

Pendiente Error Estandar

Tiempo Total 0,01471 0,79327 1,5302 0,2687 | 0,6105
Rasgueos de Tela | 0,004576 0,43776 1,5218 0,08275 | 0,7769
Latencia 0,002042 0,30446 1,5866 0,03682 0,85

Copulada- Copulada- Control

Tiempo Total 0,001263 0,046923 0,31103 0,02276 | 0,8818
Rasgueos de Tela | 0,008 0,4535 1,1903 0,1452 | 0,7077
Latencia 0,06373 -2,0301 1,834 1,225 0,2829

Copulada- Virgen- Control

Tiempo Total 0,003644 -0,40427 1,5756 0,06584 | 0,8004
Rasgueos de Tela | 0,0005521 -0,11863 1,1897 0,009944 | 0,9217
Latencia 0,001889 -0,263 1,4249 0,03407 | 0,8556
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Datos complementarios

Prueba de existencia de feromonas femeninas voldtiles y de contacto en Plesiopelma

longisternale

En la localidad de Sierra de la Ventana (38°0421.3"'S, 62°0302.6"'O), Buenos
Aires, se colectaron machos inmaduros (n=4) y hembras (n=8) durante los meses de
abril a julio del 2013. Cada ejemplar se acondicion6 en recipientes individuales de
plastico (10 cm didmetro x 5 cm), con base de tierra y un pequefio recipiente como
bebedero. Los individuos se mantuvieron en el laboratorio hasta obtener hembras
virgenes y machos adultos para los ensayos. Tanto juveniles como adultos se
alimentaron semanalmente con Gryllus assimilis (Orthoptera, Gryllidae) y Blatella
germanica (Blattodea, Blatellidae). El fotoperiodo fue de 12 horas luz: 12 horas
oscuridad.

Siguiendo los mismos protocolos expuestos en los puntos 3.3.1 y 3.3.2, se
realizaron los siguientes ensayos:

Feromonas voldtiles en las hembras: macho ante hembra virgen versus control
(N=4), macho ante hembra copulada versus control (N=4), macho ante hembra virgen
versus hembra copulada (N=4) y machos ante dos controles (N=4). Los controles
fueron contenedores vacios. Duracién 20 minutos. Los machos de P. longisternale no
mostraron una preferencia en la primera eleccion del brazo del olfatémetro, Control
50/50; Virgen-Control 75/25; Copulada-Control- 25/75 y Virgen-Copulada 50/50. En el
transcurso de los 16 ensayos de existencia de feromonas volatiles, no se observo
ningan patron de comportamiento reproductivo por parte de los machos.

Se hallaron diferencias significativas en el tiempo relativo que los machos

caminaron por las diferentes regiones (Fig. 12(a-d)). Con respecto al tiempo relativo
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que los machos transitaron los diferentes brazos, se no encontraron diferencias

significativa ante los diferentes estimulos (Fig. 13).

a N b
W Regién 1 B Region 1
M Regidn 2 B Region 2
W Region 3 m Region 3
m Control
m Control
Control
Hembra
Virgen
H= 14,21 p<o0,05 H=15,83 p<o0,05
B Region 1 c B Region 1 d
B Region 2 B Regién 2
m Region 3 B Region 3
m Control ®m Hembra
Virgen
Hembra Hembra
Copulada Copulada
H=11,9 p<o,05 H=11,67 p<o0,05

Figura 12. Porcentajes de tiempo que los machos de P. longisternale caminaron por cada regién.

a: Control; b: Virgen-Control; c: Control-Copulada; d: Virgen-Copulada.
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Figura 13. Tiempo utilizado por los machos de P. longisternale en el brazo tratamiento versus el

brazo control o tratamiento como proporcion del tiempo total transcurrido en los dos brazos.

Feromonas de contacto presentes en la tela de las hembras: la arena conto con
contenedores de 10 cm de didmetro y 7 cm de alto unidos a un segmento central por
medio de tubos de 7 cm de largo y 4 cm de ancho. Los tratamientos constaron de un
macho confrontado durante 30 minutos a: tela de hembra copulada versus tela de
hembra virgen versus control (Cop-V-C) (N=4) y control versus control versus control
(C-C-C) (N=4). Los machos cortejaron ante el estimulo de tela femenina sobre papel.
Como unidad de cortejo se registro las vibraciones del cuerpo. Ningun macho cortejo
sobre el control. Los machos no mostraron una diferencia en la cantidad de
“vibraciones” entre los tratamientos Virgen (15,5 + 12,06) y Copulada (27,8 + 14,20) del
grupo V-Cop-C (z=-0,9839; p=032516). Cuando se compara el tiempo promedio
relativo que los machos de P. longisternale permanecen entre los tratamientos Virgen

y Copulada no se encontraron diferencias (z=-0,1479; p=0,88242).
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5. Discusion

Este estudio permite confirmar que dentro de la comunicacion entre machos y
hembras de Acanthogonatus centralis no intervienen sefiales quimicas aéreas. No se
registraron evidencias comportamentales de los machos que indiquen una eleccion
preferencial hacia alguno de los estimulos ofrecidos durante los ensayos. Los machos
no muestran una primera eleccion positiva hacia las hembras o sus telas y después de
esta carencia inicial de respuesta tampoco presentan una predileccidon en cuanto al
tiempo que trascurren en cada brazo del olfatémetro manifestando una ausencia de
interaccién con los tratamientos. Esta falta de comunicacion podria deberse ya sea a
una ausencia de sefiales quimicas voldtiles en las hembras y sus telas o a una
incapacidad de los machos a detectar dichos sefiales.

La cuticula externa de las arafias estd cubierta por una capa cerosa compuesta
de un mix de lipidos hidrofébicos, su principal proposito es mantener un correcto
balance de agua y prevenir la desecacion pero secundariamente participan en la
comunicacién quimica como feromonas (Trabalon & Bagnéres 2010). Dado que las
glandulas de secrecion de feromonas en araflas no son conocidas se cree que las
feromonas presentes en la seda podrian ser producidas en las glandulas mismas de
seda (Schulz 2004) o ser originadas en la cuticula de la hembra y trasladadas a la seda
durante la construcciéon de la tela (Trabalon et al. 2005). Dentro del grupo de las
Araneomorfas, las feromonas voldtiles presentes en la cuticula da las hembras han
sido identificadas quimicamente y testeadas en varias especies como: Agelenopsis
aperta (Agelenidae: Papke et al. 2001) los compuestos atrajeron y dispararon el cortejo
de los machos y en Argiope bruennichi (Araneidae: Chinta et al. 2010) y en Pholcus
beijingensis (Pholcidae: Xiao et al. 2009) la feromona atrajo a los machos hacia el
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estimulo. En cuanto a las migalomorfas solo estudios realizados en hembras de
Brachypelma albopilosum (Theraphosidae) comprueban la existencia de compuestos
quimicos cuticulares que median la comunicacién entre co-especificos y que son
dependientes del estado de nutricion de las hembras pero no se dan detalles de la
volatilidad de los mismos(Trabalon 201m1). Con respecto a los machos solo Schulz
(2004) mostro que los machos de Hadronyche infensa (Hexathelidae) son atraidos por
compuestos voldtiles de la hembra y que este tipo de comportamiento se utilizé en la
construccion de trampas para colectar machos usando hembras escondidas. Pero
cuando se analiza el tipo de trampa (Hickman 1964) se puede observar que la
comunicacion sismica no se encuentra aislada y que seguramente fue la via principal
de atraccién para el macho (Quirici & Costa 2007). Los resultados del presente trabajo
concuerdan con lo observado en varias familias de migalomorfas, donde el encuentro
del macho con las hembras o el inicio del cortejo es por medio de otros canales de
comunicacién y no a través de feromonas volatiles (Costa et al. 2013a; Ferretti et al.
2013a; Gaskett 2007). Asi, los machos de Mecicobothrium thorelli (Mecicobothriidae) se
comunican con la hembra a través de vibraciones en la tela (Costa & Perez-Miles 1998;
Ferretti et al. 2013a) y los machos de Eupalaestrus weijenberghi (Theraphosidae) y
Acanthoscurria suina (Theraphosidae) comienzan el cortejo luego del contacto con la
tela en la entrada de la cueva de las hembras y la pareja interacttia mediante el uso de
la comunicacion sismica (Costa et al. 2013a). De acuerdo a lo observado se podria
inferir que las hembras de P. longisternali tampoco poseen feromonas volatiles en su

cuticula.
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Por otro lado los machos de A. centralis en los ensayos de feromonas de
contacto presentaron una preferencia significativa hacia los contenedores donde los
papeles de filtro contaban con la presencia de tela de hembras en lugar de los
contenedores con solo papel, esto indicaria la utilizacion de sefiales tacto-quimicas en
la tela que modularian la comunicacion en la busqueda de pareja (Wyatt 2003).
Seguido de que en los controles, es decir, papeles de filtro donde las hembras nunca
estuvieron presentes y no contenian hilos de seda, no se observé cortejo de los machos
ademds que los ejemplares permanecieron menos tiempo en ellos. El uso de
feromonas de contacto en la tela provee a las hembras la ventaja de una continuidad
emision de sefiales sin la necesidad de liberar activamente feromonas desde glandulas,
obstaculizando otras actividades como la captura de presas (Gaskett 2007).

Los machos de A. centralis mostraron esfuerzos diferenciales en el cortejo, se
observd que la unidad rasgar (movimiento hacia delante y atrds de pata I y II
extendidas) ocurre con mayor frecuencia en los tratamientos de tela de las hembras
virgenes mas que en los de tela de las hembras copuladas, ademas que la ocurrencia de
cortejo y el tiempo promedio también fue superior en estos ensayos. Estos resultados
muestran que los machos han desarrollado la capacidad de diferenciar entre ellas por
medio de entrar en contacto con sus telas teniendo una preferencia sobre las hembras
virgenes. Esto sugiere que las hembras pueden advertir sobre estatus reproductivo y
los machos han evolucionado con la habilidad para explotar las senales
quimicas/fisicas de la tela de la hembra adquiriendo informacion sobre el estatus
reproductivo y la receptividad para aparearse. Estudios en otras especies de arafas
mostraron que los machos se inclinan mdas a cortejar hembras virgenes antes que

hembras que ya hayan copulado y que esos machos usaron quimicos unidos a la tela
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de las hembras para discriminar entre los estatus (Baruffaldi & Costa 2010; Riechert &
Singer 1995; Stoltz et al. 2007; Tuni & Berger-Tal 2012). La eleccién de una hembra
virgen tiene como beneficios la reduccién del riesgo al rechazo femenino, la reduccién
de la competencia espermatica y el incremento de la paternidad (Aisenberg & Costa
2005; Baruffaldi & Costa 2014; Bonduriansky 2001; Pérez-Miles et al. 2007; Wedell et al.
2002). Los machos de ambas especies siguen cortejando ante hembras ya copuladas, ya
que a mayor numero de copulas su éxito reproductivo aumenta (Andersson 1994;
Bateman 1948). Ademas la continuidad de las sefiales en la tela de la hembra luego de
una cdpula las favorece con nuevos eventos reproductivos y trae consigo los beneficios
de la poliandria: competencia espermatica, reduccién del riesgo a la endogamia e
incremento de la diversidad genética de la descendencia, entre otras (Hosken &
Stockley 2003). Aunque exista la preferencia de los machos hacia las hembras virgenes,
quizas debido a una alta receptividad de las mismas, A. centralis posee espermatecas
“cul-de-sac” con prioridad altimo macho o mix de esperma, por lo que se esperaria que
los machos copulen con la mayor cantidad de hembras posibles (Uhl 2000).

Aunque existe una amplia correlacion entre peso y fecundidad en las hembras y
la eleccion del macho a estas caracteristicas (Huber 2005), en A. centralis el esfuerzo
en el cortejo de los machos se relaciond directamente con el estatus de las hembras.
Los machos no mostraron una predileccion a la tela de hembras con un mayor peso
corporal dentro de los dos grupos.

A través de este estudio podemos confirmar que la tela de las hembras brinda
informacion a los machos y que hace posible la comunicacién entre ellos. Aunque no
se haya aislado la feromonas asociada a la tela, dentro de las arafias la ausencia de

estos compuestos quimicos es poco comun. Como el raro ejemplo de los machos de
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Misumena vatia (Thomisidae) que pueden distinguir diferencias en el sexo y estatus
basados solo en las propiedades de la tela y no en la percepcion de feromonas
(Anderson & Morse 2001; Leonard & Morse 2006). En este caso el solo contacto con la
seda puede servir como una sefial indicadora de la presencia de una pareja co-
especifica y la forma y comportamiento fisico de la tela pueden conferir sefiales
especificas (Schulz 2004). Por otro lado, de las feromona de contacto reportada para
las terafésidas se sabe, que una de ellas es una sustancia polar soluble en aceto-nitrilo
que dispara el cortejo del macho (Fukushima et al. 2003), y que la segunda es una
feromona de contacto resistente al agua, posiblemente como adaptacion a los dias de
busqueda de pareja que son lluviosos o de tormenta (Costa et al. 2015). Y aunque no
existen estudios de aislamiento y posterior comprobacion de su efecto, la suposicion
de la presencia de feromonas de contacto presentes en la tela de las hembras dentro de
este grupo en estudio seria correcta.

Al igual que varias arafnas migalomorfas (Costa & Pérez-Miles 2002; Dor et al.
2008; Gaskett 2007), A. centralis y P. longisternale depositarian feromonas sobre el
tubo de seda o la tela que cubre la entrada de su cueva y de esta manera los machos
que caminen en la cercania podrian reconocer la presencia de una posible pareja por
los rastros de tela. Este estudio sugiere que a pesar que las sefales vibratorias de la
hembra son usadas en etapas tempranas del cortejo en varias migalomorfas (Ferretti et
al. 2013a), las feromonas asociadas a la tela de las hembras de A. centralis brindarian
informacion importante del estatus reproductivo de la hembra y funcionarian como

atrayentes y desencadenantes del cortejo del macho.
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Capitulo III

Transferencia de esperma
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1. Introduccién

El principio de Bateman argumenta que el éxito reproductivo de los machos
solo seria limitado por el niumero de hembras que puede inseminar, mientras que el
éxito reproductivo de las hembras seria independiente del niumero de machos con los
que ella puede copular (Bateman 1948). Tras cada apareamiento, los machos obtienen
la posibilidad de alcanzar la paternidad sobre esa descendencia, y de esta manera,
pueden incrementar su fitness copulando con varias hembras, lo que resulta en altas
tasas de apareamiento, las cuales a su vez, estan relacionadas con altas tasas de éxito
reproductivo masculino (Andersson 1994; Bateman 1948). Por el contrario, las hembras
podrian maximizar su éxito reproductivo incrementando el nimero de gametos
viables (Andersson 1994; Arnqvist & Nilsson 2000; Trivers 1972). Esta asimetria entre
los sexos sugiere que el fitness del macho incrementa monotdénicamente con el
aumento en la tasa de apareamientos, mientras que una o pocas copulas son
suficientes para que las hembras maximicen su éxito reproductivo (Arnqvist & Nilsson
2000; Pizzari & Wedell 2013; Simmons 2005). Sin embargo, las hembras de la mayoria
de las especies de animales aceptan multiples cépulas, las cuales pueden ser con mas
de un macho (poliandria) o con el mismo macho (apareamientos multiples) (Birkhead
& Pizzari 2002; Simmons 2005; Taylor et al. 2014). A pesar que la poliandria le otorga
beneficios a las hembras (ver mds abajo), también trae costos asociados; por ejemplo,
las expone a enfermedades (Thrall et al. 2000); incrementa el riesgo a depredacion
(Rowe 1994); disminuye el tiempo de alimentacién e incluso produce dafios fisicos
(Arnqvist & Nilsson 2000; Arnqgvist & Rowe 2005). Los beneficios de la poliandria se
pueden dividir en beneficios directos e indirectos. Dentro de los beneficios directos

que provee la poliandria se encuentra un incremento de la fertilidad y fecundidad
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(Andersson 1994; Kvarnemo & Simmons 2013). Por otro lado, entre los beneficios
indirectos, se puede mencionar el aumento de la viabilidad en la descendencia; el
incremento de la resistencia a parasitos en la descendencia y también el crecimiento
de la atractividad de los hijos en las subsiguientes generaciones (Andersson 1994;
Fisher 1930; Zahavi 1975).

Tradicionalmente el concepto de seleccion sexual de Darwin, donde los machos
compiten por el acceso a las hembras y las hembras eligen a los machos basados en las
caracteristicas hace referencia al momento previo a la copula (Darwin 1871). Sin
embargo, uno de los efectos mas relevantes de la poliandria es que posibilita que la
seleccion sexual contintie después de la cépula (Turnell & Shaw 2015). Esta seleccion
tendria lugar tanto por competencia espermatica como por eleccion criptica femenina
(Arnqgvist & Rowe 2005) (ver Introduccion General). Una de las hipotesis del origen de
la eleccion criptica femenina sugiere que ésta evoluciond en respuesta a las copulas
controladas por los machos (Thornhill & Alcock, 1983; Eberhard, 1996). Largas copulas
en los machos se pueden relacionar con un incremento en su éxito de fertilizacion
debido a un aumento del esperma transferido (Elgar 1995). En las hembras largas
copulas se traducen a reduccion del tiempo para alimentarse, incremento del riesgo a
depredacion, dafios y pardsitos ademas de la disminucion del control sobre la
fertilizacion y la eleccién de pareja (Anderson & Hebets 2017; Arnqvist & Rowe 2013).

En arafias, la duracién de las copulas varia dentro y entre las especies (Elgar
1995). Duraciones prolongadas que exceden el tiempo de transferencia espermadtica
sugieren otras funciones de las copulas (Elgar 1995). Eberhard (1996) ha postulado
desde una perspectiva de elecciéon femenina que los machos cortejan a las hembras

durante la cépula con el fin de que su esperma sea elegido para la fertilizacion de los
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ovulos. Por otro lado, en un contexto de competencia espermatica, durante la copula
un macho podria manipular el esperma de copulas previas (Elgar 1995). Los machos
han adaptado su morfologia y/o comportamiento sexual para maximizar las chances
de que su esperma sea aceptado por una hembra, entre las estrategias podemos
mencionar el control del tiempo invertido en el cortejo, el aumento de la duracion
total del apareamiento, la transmision de sustancias inhibidoras de la receptividad
sexual, el cuidado de la pareja, el depdsito de tapones genitales y la remocion de
esperma de machos anteriores (Aisenberg & Eberhard 2009; Calbacho-Rosa et al. 2013;
Eberhard 1996; Elgar et al. 2003; Schneider & Elgar 2001). Dentro del grupo de arafas
migalomorfas las duraciones de las copulas son muy variadas, desde unos pocos
segundos a cépulas de mas de una hora, pero no existen estudios que relacionen la
duracion de la copula con el éxito reproductivo de los machos (Costa & Pérez-Miles
2002; Ferretti et al. 2013a; Jackson & Pollard 1990).

Los machos de las arafias migalomorfas presentan en el tultimo segmento del
palpo una modificacion usualmente de forma simple que actia como reservorio del
esperma hasta la cépula (Foelix 20n1). El tarso del palpo, llamado cymbium, tiene una
extension que consiste en un bulbo piriforme que contiene internamente un ducto en
espiral que abre a través de un pequeno poro en la punta o émbolo (Costa-Schmidt et
al. 2017; Foelix 2011). Los machos cuando alcanzan la madurez sexual cargan sus bulbos
palpales con esperma durante el proceso conocido como induccion espermatica,
mediante el cual transfieren el esperma desde la apertura genital hasta los drganos
copuladores (Foelix 2011). Primero construyen una tela suspendida horizontalmente,
moviéndose de arriba a abajo en repetidas ocasiones hasta que en una pequefia area de

tela reforzada depositan una gota de esperma (para mas detalle ver Costa & Pérez-
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Miles 2002). El esperma probablemente es succionado hacia el ducto espermatico
cuando el fluido que lo llena se traslada fuera a través de las paredes rigidas, como asi
también posiblemente la eyaculacion es efectuada por el mecanismo inverso, es decir
por fluidos moviéndose hacia el lumen del ducto espermatico a través de sus paredes
(Eberhard & Huber 2010)

Las hembras de las arafnas migalomorfas presentan la abertura genital en la
zona ventral del abdomen entre los pares anteriores de los pulmones y se continua con
un par de receptaculos o espermatecas en forma de saco (Costa-Schmidt et al. 2017;
Foelix 2011). Las espermatecas de hembras hapldginas o con estructuras simples tienen
solo un ducto a través del cual el esperma ingresa y egresa, es decir el esperma recorre
un solo camino durante la cépula y la oviposicién (Eberhard & Huber 2010). Este tipo
de espermatecas llamadas “cul-de-sac” asumen la ausencia de mezcla de esperma y que
la prioridad espermatica la tiene el altimo macho ya que su esperma seria el primero
en salir y fertilizar los huevos (Austad 1984). Aunque Uhl (2000) sugiere que la
informacion sobre morfologia y uso de esperma mostré que los patrones de
procedencia de esperma no se pueden predecir por medio del nimero de ductos
conectados a la espermateca. Ademas el embolo del macho podria llegar al lumen de
la espermateca permitiendo un mezcla de esperma (Michalik et al. 2005; Uhl 2000).

En las arafias existen tres tipos de trasferencia espermadtica: coenospermia
(varias células de esperma rodeadas por una cdpsula), synspermia (cierto numero de
células de esperma fusionadas al final de la espermatogénesis y rodeadas por una
capsula) y cleistospermia (células espermaticas individuales rodeadas de una cdpsula)
(Michalik & Lipke 2013) (Fig. 1). La coenospermia fue definida por Bertkau (1877) y la

observamos en Mesothelae, en migalomorfas y en la familia Filistatidae (Alberti &
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Weinmann, 1985; Alberti et al. 1986; Alberti 2000; Michalik et al. 2003), ademas ha sido
reportada como una caracteristica plesiomorfica (Michalik & Ramirez 2014). Las
espermatogonias y espermatocitos se encuentran localizados en la periferia del
testiculo, las espermatidas se sitian proximas al lumen y los espermatozoides estan en
el lumen del testiculo (Michalik & Ramirez 2014). En los conductos deferentes las
células de esperma espiraladas se cubren con una secrecion y en la parte distal de los
ductos es donde la formacién de la coenospermia se completa (Michalik & Ramirez
2014). En la mayoria de las arafias la produccion de espermatozoides se continta en la
adultez (Michalik & Uhl 2005) lo que concuerda con el sistema de apareamiento
poligamo de la mayoria de las arafias (Schneider & Andrade 20m1). La cubierta de la
célula espermatica la protege durante el proceso de induccién, durante la
transferencia espermdtica o en los organos de almacenaje de las hembras;
alternativamente a esta postura es posible que la cubierta evoluciond bajo seleccién
sexual post-copulatoria (Michalik & Ramirez 2014).

Por su parte, las hembras poseen glandulas asociadas a las espermatecas que
producen secreciones que organizan a los espermatozoides y pueden funcionar como
una matriz para los mismos (Michalik et al. 2005; Uhl 2000). Las capsulas con
espermatozoides tienen que perder su cubierta en el tracto femenino antes del
desenrollado de los mismos, proceso que estaria controlado por la hembra a través de
la produccion, en diferentes momentos, de varios productos glandulares, generando

posiblemente una cascada de sefializacion (Herberstein et al. 2011b).



Coenospermia Synspermia Cleistospermia

Citoplasma Complejo acrosomal o Capsula de secrecion

O Ntcleo Axonema O Secrecion dentro la coenospermia

Figura 1. Representacion de las diferentes formas de transferencia de esperma dentro de

las arafias. Extraido de Michalik & Ramirez (2014).

En los ultimos afios numerosos trabajos en diferentes grupos de animales y en
arafias han aportado valiosa informacion sobre los procesos que ocurren durante la
copula y como la seleccion sexual los moldea (Birkhead & Mgller 1998; Clutton-Brock
2007; Costa-Schmidt et al. 2017; Eberhard & Huber 1998; Macedo & Machado 2014). En
las arafias los sistemas reproductivos masculinos y femeninos son muy diversos y con
gran potencial filogenético. En la actualidad, la combinaciéon de estudios
comportamentales unidos a investigaciones morfoldgicas son cruciales para el
desarrollo del entendimiento de la seleccion sexual pre y post-copula. Conjuntamente
durante el estudio de las estrategias que cada individuo posee durante el apareamiento
que los llevaran a un éxito reproductivo diferencial, es necesario comprender los
procesos involucrados en la transferencia y almacenamiento de esperma. Las arafas
migalomorfas acumulan informacion filogenética clave dada su ubicacién como grupo

hermano de Araneomorphae. Por lo tanto, a causa de la escasa informacion que existe
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en este grupo, el estudio de éste constituye un punto inicial para formular hipoétesis
evolutivas de comportamiento que pueden ayudar en la comprension de la evolucion
de patrones mas complejos. Acanthogonatus centralis Goloboff 1995 es una arafa
migalomorfa perteneciente a la familia Nemesiidae, durante su periodo reproductivo
tanto machos como hembras se aparean en repetidas ocasiones, el macho es el sexo
movil y cortejante; ademds despliegan encuentros rdpidos, sin agresiones y con
copulas de corta duracion (Ferretti et al. 2011).

Por todo lo expuesto el estudio de transferencia y almacenamiento de esperma
en una especie de arana migalomorfa aportaria informacion valiosa para futuros
estudios comparativos y evolutivos. Ademds podriamos predecir que la duracion de la
copula o el namero de inserciones se correlacionan positivamente con la cantidad de
esperma transmitida por el macho. Asi como también una posible elecciéon por parte
de la hembra a ciertas caracteristicas morfologicas, del cortejo o de la cépula del

macho relacionado con un mayor almacenamiento de esperma.
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2.

Objetivos

2.1.

2.2.

2.3.

Cuantificar el numero de espermatozoides presente en los bulbos de los
machos y en las espermatecas de las hembras luego de copular asi como la
cantidad de espermatozoides contenidos en los bulbos de machos que no

copularon.

Determinar si la cantidad total de esperma transferido se asocia

significativamente con la duracion de la cépula en hembras virgenes.

Evaluar si unidades de comportamiento del cortejo que los machos realizan,
asi como el tamarfio y peso de machos y hembras, influyen sobre la cantidad de

esperma almacenado en la hembra.



3. Materiales y Métodos

3.1.  Colecta de individuos y mantenimiento en el laboratorio

Se colectaron juveniles de Acanthogonatus centralis en Sierra de la Ventana
(38°4'20,40"" S, 62°3'8,12"" O) durante los inviernos del 2013, 2014 y 2015. Se
mantuvieron en el laboratorio en cajas de Petri con una delgada capa de tierra como
sustrato y un algodon humedecido con agua como bebedero. Se alimentaron una vez a
la semana con ninfas y adultos de cucarachas (Blatella germanica (Blattodea)) y grillos
(Acheta domestica (Orthoptera)). Se controlo6 las exuvias luego de cada muda para
observar la presencia o ausencia de espermatecas, de esta forma se identifico a las
hembras como virgenes. Los machos se identificaron por la presencia de bulbos en sus

palpos y espinas tibiales en patas I.

3.2. Criterios generales de las experiencias

Las interacciones se grabaron usando una camara digital Sony DCR-SR85 HD.
Las cdpulas se realizaron en un terrario de vidrio circular de 30 cm didmetro x 15 de
alto con una cavidad central donde en cada interaccion se colocaba una nueva hembra
en su propia caja de Petri. Los apareamientos de A. centralis analizados para este
capitulo siguieron los patrones descriptos para esta especie (Ver capitulo 1). Luego de
terminada la copula, machos y hembras se sacrificaron mediante frio (-20 grados) y se
conservaron en estas condiciones por un periodo de tiempo que no superé los dos
dias, para luego realizar la cuantificacion de esperma (Gabel & Uhl 2013). Los videos se
analizaron en computadora usando el programa de andlisis JWatcher 0.9 (Blumstein
2000). Se tomaron datos del tamaifio de los individuos midiendo el largo y ancho del

cefalotdrax y el peso se registro con una balanza digital (Pioneer PA14 Sr 1-02; Ohaus
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Corp., Pine Brook, NJ, USA). Las interacciones fueron realizadas en el laboratorio bajo

luz natural, temperatura promedio de 20,4° C + 0,19 y humedad relativa del 35 %.

3.3.  Cuantificacion de esperma

Se estim6 el nimero de cdpsulas y de espermatozoides sueltos en machos y
hembras virgenes de A. centralis luego de una copula. Para los machos se estimo el
numero de espermatozoides en cada bulbo espermatico, mientras que para las

hembras se estimo el nimero de espermatozoides en ambas espermatecas.

3.3.1. Preparacioén de la soluciones para conteo de esperma

Para la cuantificacion de esperma, se utilizo la técnica de conteo de
espermatozoides de Albo y Peretti (2015) adaptada para nuestro modelo de estudio.
Primero se prepard la “solucion salina de arafias” (Juusola & French 1998), para ello se
coloco en 250 ml de agua destilada las siguientes sales: 3,26 g de Cloruro de sodio; 0,13
g de Cloruro de potasio; o, 30 g de Cloruro anhidro de calcio; 0,26 g de Cloruro de
magnesio. A 10 ml de la solucién salina de arafas se agregd 10 pl de detergente celular
“Triton X” para obtener la llamada “solucion A”. Luego a 10 ml de solucion salina de

arafias se afiadio 150 pl de “solucién A” para obtener la “solucion B”.

3.3.2. Diseccion de ejemplares y conteo de espermatozoides

En los machos se aislaron ambos bulbos espermaticos del resto del pedipalpo y
de las hembras se extrajo las espermatecas bajo una lupa de diseccion Nikon SMZ
1500. Se colocd cada bulbo por separado y la espermateca entera en un tubo de
microcentrifuga con 75 pl de “solucién B” y se triturd utilizando una pinza de punta

fina para liberar el contenido espermadtico, sin comprometer la integridad estructural
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de los espermatozoides. La muestra se sometid a 30 segundos de vortex y 10 minutos
de centrifugado a 4000 Rpm. Este ciclo se repiti6 tres veces. Por altimo, la muestra fue
sometida a 30 segundos mas de vortex. Para el conteo de espermatozoides se tomd una
alicuota (10 pl) de la muestra y se colocé en una cadmara de conteo de hematocitos o
camara de Neubauer (Boeco) para su conteo bajo un microscopio de contraste de fase
(Nikon eclipse 50i). El nimero de esperma se contd en los 16 cuadros de las cuatro
esquinas de la cdmara y el nimero final se calcul6 basindose en el volumen total
mediante la siguiente ecuacién: N° total de espermatozoides= (75 pl * N°

espermatozoides contados)/ 0,4 pl.

3.3.3. Numero de espermatozoides por cdpsula

Durante la preparacion de las muestras de hembras como de machos, en
algunos casos se observo la ruptura de capsulas con la consiguiente liberaciéon de
espermatozoides a la muestra (Fig. 2). Para una estandarizacién de los datos de
conteo, se tomo con base en la bibliografia, un numero de veinte espermatozoides por

capsula (Archibald et al. 2014; Michalik et al. 2004).

3.3.4. Criterio para la virginidad de las hembras

Para asegurar la virginidad de las hembras se realizd el conteo de esperma de
diez hembras colectadas a campo y mudadas en el laboratorio (“virgenes”). Todas
construyeron ooteca luego de ser colectadas, con lo cual se aseguré que todas habian
copulado durante el periodo reproductivo previo. Luego de la dispersion de los

juveniles las hembras mudaron convirtiéndose nuevamente en “virgenes”. Se



sacrificaron y se procedio a la diseccidon de las espermatecas para su posterior conteo

de esperma siguiendo el procedimiento explicado en el punto 3.3.2.

Figura 2. Foto tomada bajo microscépico donde se observan cdpsulas de espermatozoides
(flecha naranja) y espermatozoides sueltos (flecha negra) durante el conteo del eyaculado de un

bulbo de un macho de A. centralis.

3.4. Diserio de los experimentos

3.4.1. Cuantificacion general del niimero de espermatozoides

Se estimo el numero de espermatozoides almacenados en las espermatecas de
las hembras luego de copular (n=30), y se estimé el numero de espermatozoides
remanente en los bulbos espermaticos de los machos después de copular (N=30).
Finalmente se cuantifico el numero de espermatozoides que contienen ambos bulbos

espermaticos de machos que no copulan (machos control, n=11), a los fines de
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comparar con el remanente de los machos con una copula y obtener un valor en
porcentaje indicador de la cantidad de esperma transferido en promedio. Ademas de
los valores maximos y minimos de espermatozoides que los machos transfieren y el

remanente en sus bulbos.

3.4.2. Duracién de cdpula y cuantificacién del esperma

Para determinar si la duracién total de la copula influye en la cantidad de
esperma que se transfiere, se asociaron dichas duraciones con el namero de
espermatozoides almacenados en las espermatecas de las hembras y en los bulbos

espermaticos de los machos luego de cépulas (N=30).

3.4.3. Relacién de variables comportamentales con la cantidad de

esperma

Para poder establecer si el cortejo del macho, su tamafio y peso esta relacionado
con la cantidad de espermatozoides almacenado en las espermatecas de las hembras y
en los bulbos espermaticos de los machos luego de copulas se realizaron correlaciones
entre diferentes parametros. Las variables comportamentales en la transferencia
espermatica se clasificaron en variables absolutas y variables relativas, las cuales se

relativizaron con la duracion total de las copulas.

3.5. Andlisis estadisticos
Se aplicaron andlisis de regresién simple para la estimacion de la cantidad de
esperma transferido y las duraciones de las cdpulas. Para el andlisis de estos resultados
se utilizo el paquete estadistico PAST v.3.02 (Hammer et al. 2001). Para el andlisis de la

relacion del nimero de espermatozoides con las restantes variables se utilizo el
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modelo lineal generalizado mixto (GLMM), donde se tomd como variable respuesta al
numero de espermatozoides en machos y hembras y como variables explicativas se
empled la condicion corporal de los individuos (peso, largo total de cuerpo, ancho y
largo de cefalotorax), el cortejo de los machos (tiempo, numero de unidades
comportamentales) y los datos de la cépula (duracion, nimero y duracion de las
inserciones, duracion de catalepsis). Como factor aleatorio se utilizé la identidad
(niimero) de los individuos. En el modelado de los datos se tuvo en cuenta una
distribucién binomial negativa. Para determinar la bondad de ajuste del modelo se
valoraron los criterios de seleccién de modelos Akaike (AIC). Se utilizo el paquete
glmmADMB (Automatic Differentiation-Model Builder) y el software estadistico

RStudio Version 1.1.383 (RStudio Team 2015).



4. Resultados
4.1. Cépulas

Durante las 30 cépulas observadas 29 machos comenzaron el cortejo luego del
contacto con tela. El tiempo promedio de latencia de inicio de cortejo fue de 99,90 +
108,04 segundos. Todos los machos cortejaron a la hembra ya en contacto y previo a
las inserciones. El tiempo promedio de cortejo previo al contacto fue de 274,40 +
288,34 y el tiempo de cortejo en contacto fue de 105,69 + 48,09 segundos. Datos de
unidades de cortejo se muestran en la tabla 1. Las hembras salieron de su tubo de seda
y se acercaron a los machos cortejantes en un 60 % de veces, adoptaron posicién de
copula (espinas tibiales de los machos enganchadas en los laterales de los queliceros
de las hembras). La duracién media de la cépula fue de 76,34 + 59,89 segundos con un
promedio de inserciones por copula de 10,61 + 5,72 las cuales duraron en promedio
3,84 + 1,32 segundos. En un 63,3 % de las veces las hembras comenzaron a mover sus
queliceros para que el macho desenganche sus patas I y finalice la cépula. No se
registro ningin caso de canibalismo posterior a la copula, aunque una hembras
persiguid al macho luego de finalizado el encuentro sin dafiarlo fisicamente. En el 63,3
% de los casos luego de la copula la hembra permanecio inmévil en catalepsis durante

23,66 + 36,66 segundos.

4.2. Cuantificacién general del numero de espermatozoides
Al comparar los machos con una cépula con los machos control se obtuvo que
los machos transfirieron aproximadamente el 18.8 % de su esperma en una cépula,
mientras que las hembras almacenaron el 97.4 % del total de esperma transferido. En

tanto, la cantidad remanente en los bulbos represent¢ el 81,2 % (Tabla 2 Fig. 3).
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Tabla 1. Unidades de cortejo de los machos de A. centralis durante los encuentros con hembras

virgenes.

CORTEJO PREVIO AL CONTACTO

CORTEJO EN CONTACTO

rasgar tirones contracciones repiqueteo espasmos masaje golpes  sacudidas

Media 11,17 1,20 7,10 17,93 1,27 437,13 138,10 6,07

DE 15,01 3,58 11,32 41,38 3,89 214,21 93,48 3,40

Tabla 2. Nimero medio, desvio estdndar, mdximo y minimo de espermatozoides contabilizados

en machos y hembras luego de una cépula y en los grupos control (sin copular).

MACHOS HEMBRAS
CONTROL CONTROL
(N=m1) (N=10)

HEMBRAS MACHOS

(N=30) (N=30)

Promedio n° de

194187,50 859231,25 1058642,05 0

espermatozoides
Maximo 2017500 3382500 2138062,5 o
Minimo 0 195187,5 390375 0
Desvio Estandar 382280,10 674948,90 620428,77 o
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Figura 3. Numero de espermatozoides contabilizados en las espermatecas de las hembras y en
los bulbos de los machos de A. centralis después de una cépula y en machos sin copular

(control).



4.3. Duracioén de cépula y cuantificacion del esperma

Las regresiones lineales no encontraron relacion entre la duracion de la copula
con la cantidad de esperma almacenado por la hembra (R*=0,22; f=0,632; p=0,433) asi

como tampoco con el remanente en los bulbos de los machos (R*=0,01; f=0,034;

p=0,854) (Fig. 4ayb).
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Figura 3. Grdfico de la regresién lineal entre la duracién de la cépula y la cantidad de esperma

en los bulbos de los machos (A) y las espermatecas de las hembras (B) luego de una cépula.



4.4. Relacién de variables comportamentales con la cantidad de esperma

Al analizar bajo un modelo lineal generalizado mixto la cantidad de
espermatozoides restantes en los bulbos de los machos luego de una cépula con
variables morfoldgicas y comportamentales, hallamos que el namero de inserciones
durante la copula y del comportamiento “golpes” presentan una relacidén negativa con
la cantidad de espermatozoides mencionada, siendo positiva con el namero de

espermatozoides almacenados en la espermateca de la hembra (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados del GLMM donde se relaciona la cantidad de esperma remanente en el bulbo

de los machos con variables explicativas comportamentales. Mejor modelo predictivo basado en

una preseleccién usando AIC.

Variables Explicativas Estimativo Error Estandar  Estadistico z Valor p
Tiempo de Cépula 4.99e-03 3.18e-03 1.57 0.1164
N° de Inserciones -8.03e-02 3.02€-02 -2.66 0.0078 **
Latencia 1.76e-04 1.42€-03 0.12 0.9012
Cortejo Antes de Contacto -7.57€-04 7.80e-04 -0.97 0.3316
Cortejo en contacto 6.22e-03 5.37€-03 116 0.2471
Catalepsis -2.19e-04 3.27e-03 -0.07 0.9466
N° Rasgar 2.86e-03 1.54€-02 0.19 0.8530
N° Tirones 4.89e-02 4.16e-02 118 0.2389
N° repiqueteo -1.20€-02 2.37€-02 -0.51 0.6135
N° contraccion 1.20e-02 7.19e-03 1.68 0.0939
N° espasmos -2.11€-02 2.78e-02 -0.76 0.4487
N° Masajes 2.18e-03 2.17e-03 1.00 0.3158
N° Sacudidas 1.97€-04 5.61e-02 0.00 0.9972
N° Golpes -2.48e-03 1.21€-03 -2.05 0.0408 *
Esperma en espermateca 6.32e-07 2.79e-07 2.27 0.0235 *
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Cuando relacionamos la cantidad de espermatozoides almacenados en las
espermatecas de las hembras, encontramos que guardan relacion positiva con el largo
del cefalotérax del macho y el largo total de la hembra y presentan un efecto negativo
sobre el peso y largo de cefalotérax de la hembra (Tabla 4). Ademas se observé que el
comportamiento previo al contacto “espasmos” se relaciona negativamente pero el
numero de “sacudidas” lo hace positivamente (Tabla 4).

Al analizar los datos comportamentales aislados tanto el namero de
espermatozoides de los machos como el numero de masajes se relacionan con lo
almacenado. Por ultimo el tiempo de catalepsis presenta una relacién negativa con la
cantidad de esperma almacenado por la hembra (Tabla 5).

Tabla 5. Resultados del GLMM donde se relaciona la cantidad de esperma almacenado en las

espermatecas de las hembras con variables explicativas comportamentales. Mejor modelo

predictivo basado en una preseleccion usando AIC.

Variables Explicativas Estimativo Error Estandar Estadistico z
Tiempo de Copula 2.81e-02 2.93e-02 0.96 0.3367
N° de Inserciones -3.72€-01 2.90e-01 -1.28 0.1995
Latencia 6.59e-03 1.28e-02 0.51 0.6072
Cortejo antes de Contacto 3.26e-03 6.80e-03 0.48 0.6314
Cortejo en contacto -4.04€-02 4.78e-02 -0.85 0.3979
Catalepsis -8.55e-02 3.28e-02 -2.61 0.00091 **
N° Rasgar 1.85e-01 1.29e-01 1.43 0.1535
N° Tirones -1.43e-01 3.80e-01 -0.38 0.7074
N° repiqueteo 3.08e-02 2.10e-01 0.15 0.8831
N° contraccion 5.29€-03 6.93e-02 0.08 0.9392
N° espasmos -3.40€e-01 2.74€-01 -1.24 0.2152
N° Masajes 4.27€-02 2.06e-02 2.07 0.0385 *
N° Sacudidas 4.32€-01 5.27€-01 0.82 0.4124
N° Golpes -1.51€-03 1.10e-02 -0.14 0.8912
Espermatozoides en bulbos 3.78e-06 1.89e-06 2.00 0.0453%

[94]



Tabla 4. Resultados del GLMM donde se relaciona la cantidad de esperma almacenado en las

espermatecas de las hembras con variables explicativas comportamentales y morfoldgicas.

Mejor modelo predictivo basado en una preseleccion usando AIC.

Variables Explicativas Estimativo Error Estandar  Estadistico z

5.81e+01 3.42e+01 1.70 0.0897
Largo Cefalotérax & 1.03e+01 4.20€+00 2.45 0.0144*
Ancho Cefalotérax & 3.09€-01 4.50€+00 0.07 0.9453
Largo Total & -3.58e+00 1.88e+00 -1.91 0.0565
Peso @ -7.49€+01 2.61e+01 -2.87 0.0041**
Largo Cefalotorax @ -8.12e+00 2.64€+00 -3.08 0.0021**
Ancho Cefalotorax @ -7.46€+00 3.86e+00 -1.93 0.0531
Largo Total @ 9.43€+00 2.93e+00 3.22 0.0013**
Tiempo de Copula -4.13e-02 2.88e-02 -1.44 0.1509
N° de Inserciones -1.04€+00 3.54e-01 -2.95 0.0032**
Latencia 2.36e-02 1.43e-02 1.65 0.0985
Cortejo Antes de Contacto 1.15e-02 6.09e-03 1.89 0.0584
Cortejo en contacto 8.72e-02 6.80e-02 1.28 0.1996
Catalepsis -9.52e-02 6.74e-02 -1.41 0.1581
N° Rasgar 3.76e-02 1.23e-01 0.30 0.7605
N° Tirones 1.81e-01 3.42€-01 0.53 0.5960
N° repiqueteo -2.98e-01 1.99e-01 -1.50 0.1344
N° contraccion 7.15e-02 6.24e-02 115 0.2518
N° espasmos -5.25€e-01 2.61e-01 -2.01 0.0442*
N° Masajes -6.00e-03 2.12€-02 -0.28 0.7776
N° Sacudidas 1.93e+00 6.35e-01 3.04 0.0023™*
N° Golpes -2.02e-02 1.52e-02 -1.33 0.1823
Espermatozoides en bulbos 2.97e-06 1.78e-06 1.67 0.0954
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5. Discusion
5.1. Duracion de cépula y cuantificacion del esperma

En el presente estudio se pudo observar que luego de una sola cépula los
machos de A. centralis transfieren un bajo porcentaje del esperma presente en sus
bulbos. Una de las posibles razones para este resultado puede ser el alto costo y el
riesgo que los machos tienen al realizar una nueva recarga de sus bulbos (Costa &
Pérez-Miles 2002). Por otro lado los machos podrian estar optando por realizar
pequeiias eyaculaciones en cada cépula para poder copular rdpidamente con nuevas
parejas sin realizar inmediatamente una nueva induccion espermadtica y asi maximizar
sus chances de éxito reproductivo (Elgar 1995). Las hembras poseen espermatecas “cul-
de-sac”, siendo posible la existencia de “prioridad al dltimo macho”, por lo que
aumentar el numero de cépulas seria la forma directa de aumentar la paternidad (Uhl
2000). Esto concuerda con la estrategia reproductiva de la mayoria de las arafias
migalomorfas estudiadas hasta el momento que consiste en que machos y hembras
copulan con la mayor cantidad de parejas posibles durante el periodo reproductivo
(Costa-Schmidt et al. 2017). Por el contrario, porcentajes mayores de transferencia
espermdtica durante una cdpula se observaron para arafias enteleginas, con
espermatecas “cunduit” y prioridad primer macho (Anderson & Hebets 2017; Bukowski
et al. 2001; Snow & Andrade 2004). Durante las experiencias luego de copulas con
inserciones exitosas se observd que en el 20% de los casos el macho de A. centralis no
transfirio eyaculado en la espermateca o las hembras no almacenaron esperma, un
igual resultado se encontr6 en Argiope aurantia (Araneidae) sin poder llegar a una

conclusion de este evento fallido (Assis & Foellmer 2016).
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Las copulas son relativamente de corta duracién, lo que puede deberse a que
copulas cortas se vean beneficiadas cuando los costos asociados a ellas incrementan
con la duracion (Ceballos et al. 2015). Las copulas prolongadas pueden ser
energéticamente costosas, ya que puede aumentar el riesgo de depredacion, la
probabilidad de interrupcion antes que la transferencia de esperma haya terminado y
la transmision de enfermedades ademds de disminuir el tiempo que podria destinarse
a otras actividades (alimentacion, oviposicion, comportamiento de cuidado, etc.)
(Andrés & Cordero Rivera 2000). El periodo reproductivo de A. centralis es a finales de
otofo, invierno y principio de primavera, donde la cantidad de artropodos disminuye,
por lo que extensos momentos fuera de sus refugios los convierte en presas, debido a
esto que sus copulas sean de corta duracion puede traducirse para las hembras a
escaso tiempo fuera del refugio (Elgar 1995). Al mismo tiempo se considera que parejas
con estructuras sexuales simples favorecerian a cépulas mas cortas, para aumentar sus
chances reproductivas con otras parejas, a diferencia de las arafas enteleginas (Elgar
1995).

Asimismo en nuestro estudio, se pudo constatar que la duracién de la cépula no
se relaciono con la cantidad de esperma que almacena la hembra o remanente en los
bulbos de los machos. Si la duracion de las copulas esta positivamente relacionada con
la transferencia de esperma, los machos que copulan por periodos de tiempo mas
prologados transferirdn mds esperma y, en consecuencia dominardn numéricamente
en la competencia por la fecundacion (Herberstein et al. 2ona; Kaster & Jakob 1997;
Simmons 2001). Existen varios ejemplos donde se observd esta relacion como en el
caso de la arafia Paratrechalea ornata (Trechaleidae) (Albo & Peretti 2015) y A.

aurantia (Assis & Foellmer 2016), donde al aumentar el tiempo de la copula aumenta a
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la vez el numero de esperma en las espermatecas de las hembras. Ademas se encontro
una correlacion entre la duracién con el éxito en la fertilizacion y numero de
descendencia debido a la cantidad de esperma transferido (Albo, Bilde, & Uhl, 2013).
La cantidad de esperma transferido y almacenado podria depender de otros factores y
no ser lineal con la duracion de la copula, como lo observado en este trabajo. Snow y
Andrade (2004) encontraron que los machos de Latrodectus hasselti (Theridiidae)
transfieren la mayor cantidad de esperma dentro de los primeros cinco minutos, los
autores concluyen que el responsable de esto seria el canibalismo hacia los machos y
no asi la duracion de la copula. Diferente resultado tiene la arafia con canibalismo
Argiope keyserlingi (Araneidae) donde sélo cuando el macho es canibalizado, el
esperma almacenado aumenta con la duracién de la cépula (Herberstein et al. 2011a).
Anderson y Hebets (2017) hallaron que en Pisaurina mira (Pisauridae) el nimero de
inserciones determina la cantidad de esperma transferido pero no el tiempo de esas
inserciones. No se encontrd relacion con el esperma almacenado y transmitido en la
arafia Nephila clavipes (Araneidae), donde con una sola intromisiéon del bulbo se
transmite todo el esperma pero las copulas son mas largas, sugiriendo asi la posible
existencia de tapones genitales (Linn et al. 2007).

Es importante mencionar que todos los casos citados anteriormente son en
aranas con Cleistospermia y los resultados presentados en este capitulo son los
primeros en arafias con coenospermia. Herberstein et al. (201b) esperaba que en
ambos tipos de empaquetamiento de esperma, existan diferencias en la relacion de la
duracion de la cépula con la tasa de transferencia de esperma. Estos autores asumen
que los paquetes con esperma requieren ductos de grandes didmetros y que la

velocidad de transferencia podria llegar a su limite rapidamente si son pequefios, por
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lo que sugiere que si existe un conflicto sexual sobre la duracion de la cépula se
esperaria ver diferentes adaptaciones morfologicas y comportamentales para controlar

la duracién de la cépula (Herberstein et al. 2011b).

5.2.Relacién de variables comportamentales con la cantidad de esperma

Si bien en nuestro estudio no se encontrd una relacion con la duracién de la
copula si se encontraron variables morfologicas y comportamentales que tienen un
efecto en la capacidad de almacenamiento de la hembra y de transferencia del macho.

El namero de esperma en los bulbos de los machos luego de una coépula se
relaciond negativamente con el namero de inserciones. Teniendo en cuenta que luego
de cada insercion los bulbos verian disminuida su cantidad de esperma, este resultado
confirmaria que a mds inserciones menor esperma quedaria asi en los bulbos. Lo que
también sugiere esta disminucidén es que cada inserciéon transmitiria una misma o
similar cantidad de esperma. Anderson y Hebets (2017) encontraron en Pisaurina mira
(Pisauridae) que por cada insercion, los machos transfieren la misma cantidad de
esperma a la hembra, alcanzando rdpidamente la transferencia total del eyaculado. Si
se asume esta proporcion, pero la duracion de la copula como ya se vio no se relaciona
con la cantidad de esperma, se podria esperar que mads cosas estén sucediendo durante
ese momento que crean una transferencia diferencial y almacenamiento de esperma.
En ciertos casos, el aumento de la transferencia espermatica no necesariamente refleja
la cantidad de esperma almacenado y disponible para la fertilizacion debido a que
algunas hembras pueden manipular el almacenamiento de esperma (Eberhard 1996;

Herberstein et al. 2011a). Asi como también los machos pueden provocar altas tasas de
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paternidad si transfieren en el eyaculado otras sustancias importantes en la
competencia post-copulatoria (Birkhead & Moller 1998).

El nimero de esperma en los bulbos en A. centralis luego de una cépula mostré
una relacion positiva en el almacenado en la espermateca. Si todos los machos
transfirieron una proporcién similar de su esperma, machos con mads esperma en sus
bulbos entregaron una cantidad final mayor y consecuentemente en sus bulbos
conservaron una gran cantidad de esperma. Existe una gran variabilidad en el conteo
de esperma en los machos dentro de la misma especie en diferentes familias de arafias
que concuerda con estos datos (Albo et al. 2013; Assis & Foellmer 2016; Herberstein et
al. 2011a; Snow & Andrade 2004).

Por otra parte, los machos de A. centralis que realizaron mayor cantidad de
“golpes” en el esterndn y abdomen de la hembra presentaron menor cantidad de
esperma remanente en sus bulbos luego de una cépula. Quizas esto implique que una
mayor estimulacidon del aérea genital de la hembra le permitiria al macho transferir
una mayor proporcién de su esperma, aunque esta unidad comportamental no influyd
en el almacenamiento realizado por la hembra. Por lo tanto se podria decir que es una
conducta que favorece al macho, pero que no es tomado por la hembra como una
sefial. Estos rapidos movimientos podrian ayudar a optimizar el eyaculado.

Con respecto al namero de espermatozoides que las hembras almacenaron, se
comprobo la relacion positiva con el largo del cefalotérax del macho. En general, en
varios invertebrados terrestres, machos mas grandes producen mas descendencia que
machos mas pequefios o el tamano del macho puede explicar la variacién en
paternidad (Archer & Elgar 1999; Parker 1970; Sato et al. 2017; Wiernasz et al. 2001). En

arafias esta misma relacion positiva fue observada en Micrathena gracilis (Araneidae)
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(Bukowski & Christenson 1997) y en Nephila clavipes (Araneidae) (Cohn 1990) aunque
en este ultimo caso fue el largo total del macho el relacionado con la cantidad de
esperma almacenado por la hembra. Consecuentemente los machos grandes podrian
llenar mejor la espermateca que machos pequefios, dejando menos volumen para otros
machos y/o la hembra podria preferir almacenar y usar el esperma de machos grandes
(Schneider et al. 2000). Aqui el tamafio del macho no mostro relacién con el esperma
remanente en sus bulbos.

Desde una perspectiva femenina, varias medidas morfoldgicas de las hembras
se relacionan con lo que almacenan en sus espermatecas. Tanto el peso como el largo
del cefalotorax se relacionan negativamente pero el largo total lo hace positivamente.
De esta forma existen hembras de corta edad (cefalotérax pequefio), hembras con
poco peso (corta edad o “delgadas”) y hembras largas (abdomen largo, por lo tanto
sistema reproductivo) que almacenan mucho esperma. Hembras en su primer periodo
reproductivo son mas pequefias y virgenes absolutas, una posibilidad es que en este
estado sean menos selectivas en la cantidad de esperma que almacenan y que las
hembras con mas experiencia estén seleccionando el esperma que almacenan
(Eberhard 1996). Por otro lado la capacidad de los machos de modular la duracién de
la cépula en relacion con el status reproductivo de las hembras es comin en los
ardcnidos e insectos (Austad 1984; Andrés & Cordero Rivera 2000; Marcotte et al. 2005;
Solensky & Oberhauser 2009). La correlacion con el tamafiio total, si se tiene en cuenta
que el cefalotérax tiene relacion negativa, debe estar dada por el tamafio del abdomen,
por lo tanto, hembras mas fecundas con d&rganos reproductivos mas grandes
almacenarian mas esperma; quizas en funcion de la cantidad de huevos que tiene para

fecundar (Huber 2005; Sato et al. 2017).
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Las hembras en estudio ademas presentan un efecto negativo con respecto al
numero de inserciones, almacenando mas esperma con pocas inserciones. Este
resultado refuerza el hecho de que las hembras quizds poseen la capacidad de
seleccionar la cantidad de esperma almacenado y que ésta no esta controlada
enteramente por el macho. En efecto, las hembras estarian modeladas por la seleccién
sexual para utilizar estos estimulos del macho en el desencadenamiento de
mecanismos que afectan al éxito reproductivo del macho (Eberhard 1996).

Con respecto al cortejo del macho, las hembras de A. centralis almacenaron mas
esperma cuando los machos realizaron “masajes” y “sacudidas”, ambos cortejos
realizados ya en contacto, y menos cuando los machos realizan “espasmos” cortejo
previo al contacto. También se observo que cuando las hembras aumentan su tiempo
de catalepsis almacenan poco esperma.

Los cortejos que refuerzan el almacenado de esperma son previos a la copula
cuando la pareja estd posicionandose para comenzar las inserciones. Estos no son
comportamientos coercitivos, si no de posible estimulacion hacia las hembras (Huber
& Eberhard 1997). Los “masajes” (movimientos realizados con patas II y III del macho
sobre la region dorsal y final del cefalotérax) y las “sacudidas” (movimientos
repentinos del macho que posicionan a la hembra en el dngulo correcto de cépula)
serian movimientos del macho que estimulan a la hembra para influenciar la decisién
de fertilizacién de los huevos. En los tltimos afos varios estudios, desde la perspectiva
de la eleccion criptica femenina, demostraron como cortejos realizados por el macho
pueden llegar a provocar la utilizacion diferencial del esperma por parte de la hembra
(Aisenberg & Eberhard 2009; Albo et al. 2013; Bleu et al. 2012; Calbacho-Rosa et al.

2013; Peretti & Eberhard 2010). Los “espasmos” (primer par de patas elevado, extendido
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y oscilante en el aire) posiblemente tuvieron relacién negativa por su baja ocurrencia
durante los encuentros, pocos machos realizaron esta unidad por lo que el resultado
podria deberse a falta de robustez en el andlisis estadistico.

Por ultimo, el momento de quietud final siempre se relacion6 en migalomorfas
con el escape del macho sin riesgo al canibalismo (Costa-Schmidt et al. 2017).
Teniendo en cuenta que los casos de canibalismos son escasos (Ferretti et al. 2013a), la
funcionalidad de la catalepsis no ha sido descrita. En el presente estudio se hallé que
las hembras de A. centralis almacenan mas esperma cuando la catalepsis es mas cortas
o hay ausencia de ellas debido a una interrupcion por su parte de la cépula. Por lo
tanto podriamos sugerir que la hembra en estado de catalepsis indicaria al macho que
ella acepta que la cépula continte.

Sobre la base de lo expuesto se concluye que A. centralis es una arafia con
coenospermia, durante la cépula los machos transfieren solo una porcion de la
totalidad de esperma que poseen siendo posibles futuras cédpulas sin induccién
espermatica y los riegos asociados que ellas tienen. No se encontrd relacion en la
duracion de la cépula con la cantidad de esperma remanente en los bulbos de los
machos ni almacenado en las espermatecas de las hembras. No obstante, numerosas
relaciones se encontraron con la capacidad de almacenaje de esperma que presentan
las hembras. Los resultados confirmarian un mayor control interno por parte de la
hembra en la cantidad de esperma presente en sus espermatecas luego de una cépula,
asi como también una amplia comunicacion de la pareja previa a la cépula y posterior

a ella.
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Capitulo IV

Dimorfismo Sexual no Aparente
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1. Introduccién

Los machos como las hembras utilizan diferentes estrategias para alcanzar su
maximo potencial reproductivo, asi que las caracteristicas del cuerpo que se relacionan
con los cortejos, peleas entre machos, transferencia espermatica y fecundidad suelen
estar bajo fuerzas selectivas diferenciales entre los sexos (Clutton-Brock 2007;
Eberhard 2009b).

El dimorfismo sexual es un fendmeno ampliamente distribuido en el reino
animal, consistiendo en diferencias morfoldgicas, fisioldgicas o comportamentales
entre machos y hembras lo que resulta en distintas formas y tamafos entre los sexos
(Andersson 1994; Hedrick & Temeles 1989). Las hembras producen huevos grandes y
nutritivos mientras que los machos esperma movil, esta anisogamia, es decir, gametas
de dos tamarios, subyace la evolucion de la diferencia entre sexos en comportamiento
y morfologia (Bonduriansky 2001; Parker 1970; Trivers 1972). Las asimetrias en la
inversion gamética de machos y hembras genera diferencias en la inversiéon que cada
uno asume durante el apareamiento y posterior a éste (Andersson 1994; Arnqvist &
Rowe 2005). Cada sexo muestra caracteristicas adaptativas de acuerdo a sus diferentes
roles reproductivos, en general las hembras son mads selectivas en tanto que los
machos son el sexo movil (ej.: que busca a las hembras). El dimorfismo sexual resulta
de una correlacion genética entre los sexos y presiones selectivas diferentes entre ellos,
particularmente seleccion natural relacionada a roles sexuales, estilos de vida y
seleccion sexual, relacionada a competicion por parejas (Fairbairn et al. 2007; Hedrick
& Temeles 1989; Lande 1980)

El dimorfismo sexual en el tamafio corporal (SSD “sexual size dimorphism”) de

los individuos esta ampliamente distribuido en el reino animal y estudiado desde
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Darwin (18599, 1871), y continuado por numerosos autores (ej.: Fairbairn et al. 2007;
Hedrick & Temeles 1989; Lande 1980). El rango en el tamaiio corporal que existe de la
mayoria de los animales al alcanzar la madurez sexual es un delicado balance entre
seleccion por sobrevivir y seleccién por reproducirse y entre diferentes presiones y
restricciones selectivas (Stillwell et al. 2010).

Una tendencia moderada hacia hembras mas grandes es el patron de
dimorfismo sexual mds comun en animales y plantas angiospermas diocas (Fairbairn
2007). Con casos extremos, donde el cuerpo del macho casi se redujo a estructuras
dadoras de esperma que viven permanentemente sobre o dentro de la hembra (ej.:
gusanos marinos Osedax, (Rouse et al. 2004) o Bonelia viridis (Berec et al. 2005)). Pese
a que las hembras de los mamiferos tienen una demanda energética mucho mayor que
otros animales ya que presentan ademas gastos de la gestacién y la lactancia, en
promedio, son los machos el sexo mds grande (machos 10% mas grandes en un 45% de
las especies (Lindenfors et al. 2007)). En los mamiferos la hipotesis mas apoyada es
que estas diferencias entre los sexos se producen por seleccién sexual a través de
competicion macho-macho por el acceso a las hembras (Lindenfors et al. 2007).
Dentro de los anfibios el patrén comtn es una tendencia femenina de dimorfismo
sexual en tamarfio, principalmente en sapos y salamandras con pocos casos donde los
machos son mds grandes que las hembras (Kupfer 2007). En los insectos, un mayor
tamano de los individuos es favorecido por seleccion de fecundidad en hembras y
seleccion sexual en machos (Fairbairn et al. 2007). Machos grandes pueden
incrementar su éxito reproductivo por medio de la competencia macho-macho o

eleccion femenina (Andersson 1994) o incrementar la fecundidad femenina a través de
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regalos nupciales (Fox et al. 2006). Hembras grandes generalmente tienen mayor
fecundidad y pueden producir mayor descendencia (Davidowitz 2008).

En las arafias, el tamafio de las hembras se encuentra mas diversificado que el
de los machos dentro y entre los grupos, siguiendo la linea de seleccién por
fecundidad en la evolucion del dimorfismo sexual del tamafio (Coddington et al. 1997;
Head 1995). Las presiones selectivas actuan diferente en el cuerpo de la hembra y en el
del macho produciendo patrones de crecimiento alométricos y creando dimorfismos
sexuales (Fairbairn 2007). El dimorfismo sexual es muy evidente en muchas arafias
tropicales del grupo de las tejedoras (como Nephila, Gasteracantha y Micrathena)
(Foelix 20m1).

Como ya vimos, los roles reproductivos difieren en la mayoria de los animales
(Trivers 1972). Por lo tanto la asignacion de recursos también deberia ser diferente,
con machos que maximizan la cantidad de recursos en tejidos involucrados en la
busqueda de pareja o la competencia macho-macho, y las hembras asignando recursos
a tejidos relacionados con energia de almacenamiento o nutrientes necesarios para
producir huevos (Moya-Larafio et al. 2008).

La condicion corporal, definida como la cantidad relativa de energia reservada
en el cuerpo de un animal, muestra una gran relaciéon con varios componentes del
éxito reproductivo de los individuos (Moya-Larafio et al. 2008). Asi individuos en
“buena condicion” en términos de reserva de nutrientes pueden pasar mayores
periodos sin alimentarse (Atkinson & Ramsay 1995), sobrevivir largos viajes
migratorios (Merila & Svensson 1997), mantener un sistema inmune mds competente
(Mgller & Saino 1994), tener alta fecundidad (Moya-Larafio 2002) y presentar mayor

éxito reproductivo (Cotton et al. 2006). Debido a esto la condiciéon corporal en
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términos de almacenamiento de reservas puede ser considerada como una medicion
del estado sanitario y éxito reproductivo y las diferencies sexuales en la condicion
corporal puede explicarse como una acumulacién de distintos tipos de nutrientes
(Moya-Larafio et al. 2008).

Las distintas partes del cuerpo de las arafias se pueden relacionar
diferencialmente con el fitness de la hembra y el macho. El abdomen de las arafas se
relaciona con las actividades vegetativas, incluyendo la reproduccion (Foelix 2o0m) y
por medio de tener grandes abdomenes son capaces de aumentar la energia y la
produccién y almacenamiento de huevos. De esta forma la seleccion de fecundidad
tiende a favorecer la evolucidon de grandes abdomenes en las hembras o un mayor
largo total del cuerpo. Por el contrario, el cefalotérax se encuentra relacionado con la
locomocion, ingesta de comida y las funciones nerviosas integrativas (Foelix 2011),
relacionandose largos caparazones con incremento de movilidad e eficiencia trofica
(Fernandez-Montraveta & Cuadrado 2013).

En tardntulas machos y hembras parecen ser similares en tamafo (Hénaut et al.
2015). Luego de alcanzar la madurez sexual, machos y hembras difieren drasticamente
en su estilo de vida, mientras las hembras son “sit and wait” predadores,
permaneciendo largos periodos de tiempo en el mismo lugar, los machos se dispersan
caminando grandes distancias en btasqueda de parejas (Costa & Pérez-Miles 2002;
Shillington & Verrell 1997). Durante esos periodos los machos poseen tasas
metabdlicas en reposos mas elevadas que las hembras, manteniendo un estilo de vida
mads costoso (Shillington 2005). En su bisqueda por pareja no se observan combates
macho-macho, en cambio, la competencia de lucha se basa en la habilidad que

presenta cada individuo para encontrar una hembra, rasgos tales como locomocion o
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velocidad seran cualidades que influenciaran el éxito reproductivo (Stoltey &
Shillington 2009). En consecuencia, rasgos morfologicos y organos sensoriales
adaptados en el macho en la basqueda de pareja, seran favorecidos a través de

seleccion sexual por la competencia de lucha (Foellmer & Moya-Larafio 2007).

Luego de una invasion de microorganismos, tanto organismos procariotas como
eucariotas han desarrollado varios mecanismos para luchar contra la infeccion
(Miranda et al. 2009). Una de las primeras barreras de defensa primaria son los
péptidos antimicrobianos, componentes esenciales de la reaccion de defensa en
plantas, vertebrados e invertebrados. Otros mecanismos de defensa en artrépodos son
la encapsulacion, formacion de nodulos y fagocitosis de microbios a través de
hemocitos (Miranda et al. 2009). Durante la respuesta humoral, luego del
reconocimiento del microorganismo invasor, un complejo proceso inicia la cascada, 1)
induce la coagulacion, 2) luego la melanisacion y 3) se liberan péptidos
antimicrobianos (Kuhn-Nentwig & Nentwig 2013). Cuando la cipsula se comienza a
formar se cubre por pigmento negro, la melanina, la cual es resultado de un cascada de
fenoloxidasa (PPO) y el organismo bajo la cdpsula pasa por proceso de asfixia,
intoxicacion por quinonas e hidroquinonas via la cascada de PPO, encuentro con
péptidos antimicrobianos y con intermediarios del reaccion del nitrégeno y el oxigeno
(Ahtiainen et al. 2005). Después de varias horas de infeccion, el intruso estd cubierto
de capas de melanina y muere (Gillespie and et al. 1997; Krams et al. 2016)

La encapsulacion meldnica en las arafias es una importante respuesta del
sistema inmune frente a nematodos y pardasitos (Gillespie and et al 1997). Sin

embargo, el hospedador sufre costos energéticos como resultado del trade-off entre las
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inversiones que realiza durante su vida y los costos de la respuesta inmune,
reflejandose en la calidad de los machos y las hembras ante la reproduccion (Ahtiainen
et al. 2005; Rantala et al. 2002, 2003). Dimorfismo sexual en respuesta inmune en
arafias fue observado en Physocyclus dugesi (Pholcidae); Aglaoctenus lagotis y Allocosa
brasiliensis (Lycosidae), mostrando un trade off entre la habilidad inmune y costos de
reproduccion, interacciones agresivas y construccién de telas (Aisenberg & Peretti

2011; Calbacho-Rosa et al. 2012; Gonzalez et al. 2015).

En el marco de evaluar la existencia de dimorfismos sexuales a nivel
morfoldgico, estructural e inmunolégico se utilizd, en diferente grado, a las tarantulas
Grammostola vachoni, Plesiopelma longisternale y a la neméside Acanthogonatus
centralis para brindar informacién de tales pardmetros dentro del grupo de las

migalomorfas.
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2. Objetivos

2.1. Evaluar el grado de dimorfismo sexual con respecto al peso y tamano de
corporal en tres especies Grammostola vachoni, Plesiopelma longisternale y
Acanthogonatus centralis.

2.2.

2.3. Determinar el contenido de grasa corporal y musculatura de patas y comparar

las diferencias entre machos y hembras en Acanthogonatus centralis.

2.4. Analizar las diferencias inter-sexuales en la respuesta inmune genérica a través

de la encapsulacion meldnica de implantes en Grammostola vachoni vy

Acanthogonatus centralis.

[111]



3. Materiales y Métodos
3.1. Colecta de individuos y mantenimiento en el laboratorio

Se colectaron juveniles de Acanthogonatus centralis, Plesiopelma longisternale y
machos inmaduros de Grammostola vachoni en Sierra de la Ventana (38°4'20,40"" S,
62°3'8,12"" O) durante los inviernos del 2013, 2014 y 2015. Hembras de G. vachoni
fueron utilizadas de la cria del laboratorio de Zoologia de Invertebrados II.

Una vez llevados al laboratorio los ejemplares de A. centralis se acondicionaron
individualmente en cajas de Petri de plastico con sustrato de tierra y un algodon
embebido como bebedero. Cada ejemplar de P. longisternale se acondicion6 en
recipientes individuales de plastico (10 cm didmetro x 5 cm), con base de tierra y un
pequeno recipiente como bebedero. Grammostola vachoni se mantuvo en recipientes
de acuerdo a su tamafio con base de tierra y un pequefio recipiente como bebedero.

Los individuos se alimentaron una vez a la semana con Gryllus assimilis
(Orthoptera, Gryllidae), Blatella germanica (Blattodea, Blatellidae), Blaptica dubia
(Blattodea, Blaberidae), Shelfordella tartara (Blattodea, Blattidae) o larvas de Tenebrio
molitor (Coleoptera, Tenebrionidae). El fotoperiodo fue de 12 horas luz: 12 horas

oscuridad.

3.2. Disenio de los experimentos

3.2.1. Dimorfismo sexual en tamario y peso corporal

Los individuos se pesaron en balanza digital Ohaus PA313 Explorer (precision
0,001). El ancho y largo del cefalotérax (Hénaut et al. 2015) de los individuos adultos se

calculé utilizando el programa tpsDig2 version 2.18 (Rohlf 2004).
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3.2.2. Calculo de contenido de grasas y musculo e indice de condicion corporal

Luego de los procedimientos del capitulo 3, machos y hembras de A. centralis se
sacrificaron con frio y se diseccionaron para obtener los contenidos de grasa corporal y
musculatura de las patas. Siguiendo a Moya-Larafio y colaboradores (2003) se
considero el radio ancho del abdomen/ ancho del cefalotérax como un indicador de la
condiciéon corporal, el cual es una medida indirecta de las reservas de energia y

nutrientes almacenados en el abdomen.

Siguiendo los lineamientos metodoldgicos de Aisenberg y Peretti (2011), se
determino el contenido de grasa como la diferencia entre el peso seco presente antes y
después de proceder con la extraccion de la grasa del cuerpo del individuo. Con el fin
de obtener el peso seco inicial, se colocaron los individuos en conos de papel y se los
introdujo en un recipiente con cloruro de potasio en la base como desecador por 24
horas. En los siguientes dias se registro los pesos (balanza Acculab con precision de
0.0001 mg) hasta obtener tres valores consecutivos que diferian de menos de 0,0003
gramos para cada espécimen. La extraccion de grasa se realizé luego de colocar a las
muestras durante 24 horas en tubo de ensayo conteniendo cloroformo y nuevamente
secadas en los conos de papel en el recipiente con cloruro de potasio como desecador,

siguiendo los pasos mencionados arriba.

La musculatura de patas se determin6 como la diferencia entre el peso total de
las patas secas luego de la extraccion de grasa y el peso de esas patas luego de la
extraccion de musculo. Las ocho patas de cada espécimen sin grasa se lavaron con

agua destilada y se sumergieron en KOH al 4% por 24 horas para provocar la lisis
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muscular. Luego las patas se secaron en un recipiente con cloruro de potasio durante

24 horas y se pesaron siguiendo el procedimiento descripto arriba.

3.2.3. Respuesta inmune

Se coloco un implante en abdomen para registrar la cobertura e intensidad de la
respuesta inmune genérica, siguiendo el protocolo de Aisenberg y Peretti (2011). Asi, se
introdujo como agente extrafio un filamento de nylon esterilizado (0,08 de diametro y
1 cm de largo) en la zona abdominal cercana al surco epigastrico. Los individuos se
mantuvieron inmovilizados y el implante se extrajo a las 24hs. A los fines de
cuantificar el porcentaje de encapsulamiento melaninico producido por el individuo
sobre el implante, éste se fotografio bajo lupa estereoscopica con camara acoplada al
ocular. Se tomaron dos fotografias por implante, una de cada lado (rotandolo 180°) y
manteniendo el aumento y el nivel de iluminacion constantes. Se calculd el porcentaje
de cobertura de melanina sobre el drea total del implante y la intensidad en escala de
grises de la encapsulacion. Posteriormente los implantes se conservaron en alcohol al

80%. Las imagenes se analizaron con el programa Image] 1.45 (Schneider et al. 2012).

3.3. Andlisis estadisticos
Variables continuas con distribucion normal se analizaron con el tets t para
muestras independientes. Variables que no cumplieron con los supuestos de
normalidad (via Test de Shapiro Wilk) y homogeneidad de varianzas (via Test de
Levene) se analizaron utilizando test no paramétricos (Mann-Whitney U-test para
muestras independientes). Los resultados se indican como media + desvio estdndar. Se
aplicaron anadlisis de regresidn simple para relaciones de las variables. Para el andlisis

de estos resultados se utilizo el paquete estadistico PAST v.3.02 (Hammer et al. 2001).
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4. Resultados

4.1. Dimorfismo sexual en tamario y peso corporal

Datos del largo y ancho del cefalotérax de G. vachoni, P. longisternale y A.
centralis se muestran en tabla 1. Las hembras de G. vachoni son estadisticamente mas
grandes que los machos (Largo cefalotorax t=1,912; p<o,05; Ancho cefalotorax t=2,909;
p<o,01). Las hembras de P. longisternale con respecto al tamafio no mostraron
diferencias con los machos (Ancho cefalotérax t=0,902; p= 0,33; Largo cefalotérax
t=0,48; p= 0,62). Las hembras de A. centralis son estadisticamente mas grandes que los
machos (Largo cefalotorax z= -8,669; p<o,005; Ancho cefalotérax z= -8,32; p<0,001).

Datos del peso de G. vachoni, P. longisternale y A. centralis se muestran en tabla
1. Las hembras de G. vachoni, P. longisternale y A. centralis son estadisticamente mas

pesadas que los machos (t=3,22; p<0,001, t=2,909; p<0,01, z=-10,086; p<0,001).
4.2. Cdlculo de contenido de grasas y musculo e indice de condicion corporal

Las hembras de A. centralis mostraron mayor condicién corporal y reserva de
grasas (%) no asi musculatura en patas (%) que los machos (Tabla 2). Con respecto a
las reservas de grasas, estas se relacionaron con el Indice corporal en machos (R*=
0,284; df=1,18 F=7,16; p <0,05), pero esta relacion no se hallo en las hembras (R*= o,101;

df=1,18 F=2,019; p=0,172).
4.3. Respuesta inmune

En A. centralis se observo la encapsulacion tanto en hembras (n=16) como en
machos (n=14). En G. vachoni se observo la encapsulacion tanto en hembras (n=10)

como en machos (n=5). Las hembras de A. centralis no mostraron diferencias en el
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porcentaje de encapsulacion con los machos (t=0,570 p=0,572) (Fig. 1 a). Con respecto
a la intensidad de encapsulacion medida en pixeles, tampoco se encontraron
diferencias entre machos y hembras de A. centralis (z =-1,019; p= 0,308) (Fig. 1 b). Las
hembras de G. vachoni mostraron mayor porcentaje de encapsulacion que los machos
pero sin diferencias estadisticas (t= 0,298; p= 0,770) (Fig. 2 a). En cuanto a la
intensidad de encapsulacién medida en pixeles, no se encontraron diferencias entre

machos y hembras de G. vachoni (t= -1,833; p= 0,089) (Fig. 2 b).

Tabla 1. Variables morfométricas de las tres especies de estudio. Pesos en gramos y medidas en

milimetros. Los datos corresponden a medias + desvio estdndary el rango.

PESO LARGO ]?EL ANCHO !)EL
CEFALOTORAX CEFALOTORAX
1,03 * 2,39 20,61 * 2,97 17,83 £ 2,24
HEMBRA (7,75 - 15,90) (16,80 - 25,49) (15,70 - 21,46)
N=14 N=14 N=14
7,25 £1,37 18,37 £ 1,11 15,24 *+ 0,93
MACHO (6,23 - 15,90) (16,50 - 25,49) (13,81 - 21,46)
N=5 N=7 N=7
1,36 + 0,34 9,32 1,08 7,79 * 0,90
HEMBRA (0,71 - 2,12) (7,60 - 11,30) (6 -8,384)
N=17 N=18 N=18
1,002 * 0,21 9,13 0,75 7,58 £ 0,78
MACHO (0,74 -1,29) (8,34 -10,59) (8,34 -10,59)
N=10 N=10 N=10
0,58 £ 0,14 7,17 £ 0,83 5,56 + 0,57
HEMBRA (0,27-0,91) (5,63 - 10,72) (3,59- 6,90)
N= 61 N= 56 N= 56
0,24 *+ 0,06 5,72 * 0,58 4,58 £ 0,45
MACHO (0,16 - 0,46) (4,60 - 7,78) (3,68 - 6,06)
N=87 N=81 N=81
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Tabla 2. Valores medios y desvios estdndar de condicién corporal, porcentajes de reserva de

grasas y musculo en machos y hembras de Acanthogonatus centralis, y resultado de la

comparacion estadistica entre los grupos.

HEMBRAS

MACHOS

HEMBRAS VS.

(N=40)

(N=40)

MACHOS

Condicion Corporal 1,24 * 0,11 0,82 + 0,11 t=11,68 p < 0,001
Reserva de grasa (%) 12,581 + 6,62 9,461 * 4,90 z=-2,0255 P < 0,05
Musculatura de patas (%) 69,96 + 6,39 69,535 + 5,78 z = -0,61104 P=0,5418
15,00 204,3 3
A 0 B
£ 1o % 204
% 5 204,1
S 1400 il
= —~ 20
& 13,50 i *
é a g 203,9 a
5 1300 2 2038
ja~] 7]
12,00 T ) 203,6 T )
Hembras Machos Hembras Machos

Figura 1. Acanthogonatus centralis. A) porcentaje de cobertura del implante en machos y

hembras. B) intensidad de la cobertura en los implantes de machos y hembras.
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Figura 2. Grammostola vachoni. A) porcentaje de cobertura del implante en machos y hembras.

B) intensidad de la cobertura en los implantes de machos y hembras.
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5. Discusion

5.1. Dimorfismo sexual en tamario y peso corporal

Por medio de este trabajo se pudo confirmar la existencia de dimorfismo sexual
en el tamafio corporal, con tendencia hacia hembras mas grandes, en las tarantulas G.
vachoni, P. longisternale y la neméside A. centralis.

El dimorfismo sexual en tamafio se considera moderado cuando los sexos
difieren en un 10 % o menos, lo cual se observa en la mayoria de los animales y plantas
del planeta y también se ha observado en este estudio (Andersson 1994; Fairbairn et al.
2007).

Intentando interpretar los resultados obtendidos, en primer término cabe
sefalar que el dimorfismo sexual en tamafio tiene su origen en una combinacion de
factores y presiones selectivas (Grossi et al. 2016). Por un lado, la hipétesis de
fecundidad podria explicar el origen, siendo que las hembras aumentan su tamafo en
correlacién con el aumento del tamafio de la descendencia (Head 1995; Prenter et al.
1999). Por otro lado, la explicacién podria basarse en que los machos reduzcan su
tamario, para lo cual se han postulado varias hipétesis (ver: Elgar et al. 2003; Grossi &
Canals 2015; Moya-Laraiio et al. 2002; Reiss 1989; Vollrath & Parker 1992). Hormiga y
colaboradores (2000) asumen que el dimorfismo sexual en el tamafio puede deberse a
una combinacion del incremento de la hembra y la disminucién en el tamafio del
macho o un crecimiento en los dos sexos pero a diferentes tasas; y consideran que el
rasgo mono-morfico en las arafias es una condiciéon primitiva y el dimorfismo un

cardacter derivado.
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El dimorfismo sexual en migalomorfas cuenta con pocos estudios, la mayoria en
tarantulas, donde las hembras presentan mayor tamafio que los machos como en este
estudio (Grossi et al. 2016; Pérez-Miles 1989; Shillington 2005). Hénaut y colaboradores
(2015) encontraron poblaciones con hembras pequeiias de Brachypelma vagans
(Theraphosidae) y lo asociaron con un alto grado de competencia intraespecifica, es
decir muchos individuos compitiendo por un mismo recurso, el resto de las
poblaciones de esta especie dentro del trabajo mostré un dimorfismo con tendencia
femenina.

Tanto machos adultos de Aphonopelma anax (Shillington & Peterson 2002) y B.
vagans (Hénaut et al. 2015) mostraron evidencia de dimorfismo en largo de tibia
(piernas mas largas) y en sus abdémenes (abdomen reducidos) probablemente como
resultado de presiones selectivas relacionadas a roles reproductivos de los machos
caminantes. Este tipo de dimorfismo también se observd en otras arafias como
Donacosa merlini (Lycosidae), donde patrones de diferencias en las formas sugieren
que el dimorfismo sexual en esta especie es también el resultado de seleccion sobre el
estilo de vida y roles reproductivos del macho y la hembra (Fernandez-Montraveta &
Marugan-Lobon 2017). La tarantula Grammostola rosea presenta dimorfismo sexual en
el tamafio con machos maduros activos, que se caracterizan por tener cuerpo pequefio
y patas mas largas que las hembras sedentarias, lo que se relaciona con costos de

transporte bajos, alta velocidad y mejor destreza en la locomocion (Grossi et al. 2016).

[119]



5.2. Cdlculo de contenido de grasas y musculo e indice de condicion corporal

Se encontro que las hembras de A. centralis poseen mayor el indice de
condiciéon corporal y porcentaje de grasas que los machos. Existen tres rasgos, no
inmunoldgicos, energéticamente costosos en los animales, ellos son las reserva de
grasas en adultos, la masa muscular y el peso corporal. Cuando los animales tienen
una dieta baja en proteinas se ve afectada su reserva de grasa y de musculatura,
indicando que estas reservas son muy costosas (Cordoba-Aguilar et al. 2016). En las
aranas, las hembras forman la yema de los huevos en dos pasos, primero (antes de la
copula) las particulas de la yema se empiezan a formar mientras el huevo crece, por lo
que las hembras poseen mayores proporciones de proteinas y lipidos en sus abdomen
que los machos (Foelix 2011). Los machos adultos de muchas especies de arafias no se
alimentan y por lo tanto sus abdomenes comienzan a encogerse a medida que las
reservas se consumen. Lo que también se aplica al largo general del cuerpo, el cual
depende principalmente del largo del abdomen (Foellmer & Fairbairn 2005) por esta
razon, el peso del cuerpo y las caracteristicas del abdomen son utilizados como rasgos
indicadores de la condicion corporal que presentan los individuos (Foellmer &
Fairbairn 2005; Moya-Larafio 2002; Moya-Larafio et al. 2008).

En la mayoria de las migalomorfas, los machos adultos abandonan su cueva y
salen en busqueda de pareja donde caminan grandes distancias abarcando un gran
area geografica (Shillington & Peterson 2002) aumentando su éxito reproductivo y
dispersiéon de genes. Esto implica una demanda energética alta, con una tasa
metabolica alta mayor que la de las hembras. Patrones complejos de inversién también

se observaron en Lycosa tarantula donde una dieta no balanceada afecta diferente a
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machos y hembras (Moya-Laraiio et al. 2008). Machos bien alimentados mantienen su
peso destinando los recursos hacia la busqueda de parejas mientras que las hembras
bien alimentadas aumentan su peso principalmente a través del almacenamiento de

proteinas para el desarrollo de huevos (Moya-Larafio et al. 2008).

5.3. Respuesta inmune

En el presente estudio se pudo observar que tanto machos como hembras de G.
vachoni y A. centralis mostraron similares niveles de encapsulacion meldnica. En
insectos, la respuesta inmune es costosa porque su expresion estd genética y
fisiologicamente relacionada a otras caracteristicas inmunoldgicas y de la historia de
vida (Sheldon & Verhulst 1996). Cuando los recursos en la dieta son limitados y
compartidos para desarrollar varios rasgos, se espera que exista un “tradeoffs” entre el
sistema inmune y otras caracteristicas de la historia de vida (Sheldon & Verhulst 1996).
Sin embargo los individuos en buenas condiciones nutricionales son capaces de
producir una respuesta inmune efectiva (Stillwell et al. 2010).

Segiin la hipotesis de asignacion de recursos, si los recursos para la
reproduccion y la funcion inmune son limitados, la inversion en uno de ellos lleva a la
reduccion en la otra actividad (Sheldon & Verhulst 1996); asi el esfuerzo reproductivo
de un individuo puede llevar al incremento de patdgenos, debido a una reduccién en
los recursos asignados a la defensa (Sheldon & Verhulst 1996).

Tres hipotesis explican el dimorfismo con respecto al sistema inmune
asumiendo que ésta requiere un alto costo. La primera se basa en las presiones de la
seleccion sexual, donde machos invierten principalmente en la competencia con otros

machos, lo que resulta en la reduccién de disponibilidad de recursos para las
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funciones inmunes (Schulenburg et al. 2009; Zuk & McKean 1996). La segunda asume
que las hembras veran incrementada su supervivencia, en consecuencia con alta
prioridad a la inmunidad, como una forma para maximizar la produccién exitosa de
huevos (Schulenburg et al. 2009; Zuk & Stoehr 2002). Por ultimo, la tercera hipotesis
sugiere que la inmunidad es flexible, dependiendo de la disponibilidad de recursos y
los cambios de cada sexo en relacion con las oportunidades reproductivas (McKean &
Nunney 2001), por lo que la alimentacion esta altamente relacionado con la respuesta
inmune que un animal puede generar (Stillwell et al. 2010).

Siguiendo la tercera hipotesis, la similitud hallada en la respuesta inmune en G.
vachoniy A. centralis, pueda deberse a una buena condicién de los machos al inicio del
periodo reproductivo, a diferencia de los visto en otras arafias donde los machos
presentan menor respuesta que las hembras (Calbacho-Rosa et al. 2012). Los machos
de ambas especies tienen periodos reproductivos de varios meses, donde la ingesta de
comida y la hidratacion se ven reducidas, quizas durante su maduracién los machos
inviertan al igual que las hembras en recursos inmunoldgicos para poder aumentar su
resistencia y longevidad, pudiendo asi copular con mayor cantidad de hembras.

En conclusion G. vachoni, P. longisternale y A. centralis poseen un dimorfismo
sexual en tamafio moderado, donde las hembras son mas grandes que los machos.
Ademads las hembras de A. centralis poseen mayor porcentaje de grasas e indice
corporal que los machos, aunque se encontraron iguales porcentajes de musculatura
en patas. Por ultimo las hembras de A. centralis y G. vachoni, no mostraron superior
inmunidad que los machos frente a un agente extrano. Estas caracteristicas
concuerdan, en su mayoria, con el estilo de vida de estas especies; donde en estado

adulto los machos abandonan sus refugios, se convierten en caminantes y salen en
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busqueda de hembras, favoreciendo la seleccion a un cuerpo mas pequeiio, agil, con
un alto consumo energético y buenas defensas inmunolégicas. En tanto que las
hembras permanecen sedentarias en sus cuevas, aumentando sus reservas de grasa,
con aumento del peso, seleccionado para producir mayor cantidad de huevos y

aumentar asi su descendencia.
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Capitulo V

Una Primera Aproximacion al Comportamiento

Sexual Inter-poblacional
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1. Introduccién

Los patrones de comportamiento exhibidos por cada sexo durante el cortejo y el
apareamiento son de particular interés por ser diversos, complejos y ostentosos,
ademds de que juegan un rol esencial en el reconocimiento de parejas sexuales
(Darwin 1871; Andersson 1994; Verrell and Mabry 2003). Las interacciones sexuales
involucran ricos intercambios de comunicacion (Coyne & Orr 2004), especialmente
durante el cortejo, en el cual se involucran un intercambio de sefales en varias
modalidades sensoriales como visuales, acusticas, quimicas, tactiles conjuntamente
con la transmisidon de informacion acerca de la calidad y la identidad de las especies
(Candolin 2003; Choe & Crespi 1997; Hebets & Papaj 2005; Olivero et al. 2015; Simmons
1988; Virant-Doberlet & Cokl 2004). Dentro de las funciones del cortejo se identifican
la orientacién de las parejas en el espacio, la sincronizacion en el tiempo y la
persuasion de las parejas para incrementar la motivacion sexual; asi como también la
evaluacion entre las potenciales parejas sexuales (Tinbergen, 1953; Verrell & Mabry,
2003).

En general, dentro de una misma especie se espera encontrar que los
comportamientos reproductivos muestren similares patrones, y paralelamente que
difieran de aquellos patrones que presentan individuos de otras especies (Barlow
2002). A pesar de esto, se puede esperar que los comportamientos sexuales posean
cierto nivel de variacion intraespecifica, como diferencias en la ocurrencia, frecuencia
y duracidn de las tacticas llevadas a cabo por los integrantes de una especie (Foster &
Endler 1999).

El comportamiento evoluciona rapidamente en respuesta a cambios

ambientales, lo que lo convierte en una caracteristica facil de detectar en eventos de
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especiacion (Barlow 2002). A partir de divergencias en las sefiales sexuales del macho y
la correspondiente preferencia de la hembra, el aislamiento reproductivo se puede
hacer mads incipiente (Arnqvist & Rowe 2005; Lande 1981; Panhuis et al. 2001).
Diferencias entre los hdbitats pueden generar divergencias en la seleccion de grupos
en la naturaleza, resultando en el aislamiento reproductivo de las poblaciones (Mayr
1942, 1963; Schluter 2000).

La especiacion sucede cuando evoluciona el aislamiento reproductivo entre
poblaciones; este proceso puede ocurrir en alopatria (cuando las poblaciones se
encuentran separadas geograficamente) o en simpatria (cuando la separacion es a
través de barreras reproductivas) (Coyne & Orr 2004).

Estudios realizados en diferentes grupos de insectos y aracnidos han mostrado
que poblaciones de una sola especie pueden comenzar la diferenciacion morfologica y
genética como resultado de una distribucién alopatrica, alcanzando aislamiento
reproductivo después (Holwell 2008; Postiglioni & Costa 2006; Yamashita & Polis
1995). Variaciones geograficas en los comportamientos sexuales han sido reportados
en muchos taxones como en ranas (Amézquita et al. 2009; Ryan et al. 1990), serpientes
(Foster & Endler 1999), peces (Ishikawa et al. 2006), caracoles (Kupfernagel & Baur
20m), insectos (Bricefio et al. 2007), escorpiones (Olivero et al. 2015, 2017), y arafas
(Elias et al. 2006; Gonzalez et al. 2013; Miller et al. 1998).

En organismos que poseen una limitada capacidad para dispersarse, el potencial
para la divergencia es mas alto, creandose rapidamente diferencias a través de una
pequena escala espacial, lo que resulta en endemismos de cortos rangos (Harvey
2002). En las arafas del Infraorden Mygalomorphae la dispersion es limitada por sus

largos tiempos generacionales, nichos ecoldgicos y su habilidad limitada de la
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utilizacién del “ballooning” como estrategia de dispersion, lo que las hace altamente
susceptibles a la especiacion por eventos vicariantes y/o divergencias parapatricas
(Bond et al. 2001; Crews & Hedin 2006; Ferretti et al. 2013b; Leavitt et al. 2015; Wong et
al. 2017).

El neotrdpico presenta una alta diversidad y regiones complejas en términos de
clima, exhibiendo un mosaico de condiciones ambientales las cuales resultan en
complejas presiones selectivas dentro del taxon, produciendo diversos y unicos
comportamientos reproductivos y caracteristicas morfologicas (Bollatti et al. 2017;
Macedo & Machado 2014).

Argentina pertenece a la region Neotropical y se la divide en varias provincias
biogeograficas que coinciden con las principales fisonomias de los biomas (Morrone
2001). Tanto las araiias Acanthogonatus centralis (Goloboff 1995), Grammostola vachoni
(Schiapelli & Gerschman 1961) y Plesiopelma longisternale (Schiapelli & Gerschman
1942) poseen una amplia distribucion dentro de los sistemas serranos de la Argentina
abarcando diferentes provincias biogeograficas: P. longisternale se la encuentra en las
provincias del Chaco, del Monte, de la Pampa y del bosque Paranaense; G. vachoni en
las provincias de Patagonia Central, del Chaco, del Monte y de la Pampa y; A centralis
en las provincias del Chaco, del Monte y de la Pampa (Ferretti et al. 2014b). Las especies
mencionadas presentan distribuciones asociadas a los sistemas serranos del centro de
Argentina (Cérdoba y Ventania), perteneciendo al arco Peripampadsico. Dicho sistema
describe un arco que comienza en el sur de Brasil, contintia en las sierras del sureste de
Uruguay, luego en Argentina en la provincia de Buenos Aires en los sistemas serranos

de Tandilia y Ventania, las sierras de las provincias de Cordoba y San Luis, para
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finalizar en las sierras Sub-Andinas de las provincias de Tucuman, Salta y Jujuy (Ferretti
et al. 2012a).

A pesar de esto, se desconoce la capacidad de cruza entre dichas poblaciones.
Se plantea que las tarantulas Plesiopelma longisternale y Grammostola vachoni, y la
neméside Acanthogonatus centralis, las tres con amplia distribucion geografica, al
experimentar una serie de diferentes valores en variables ambientales, presentan
considerable variacion inter-poblacional en su historia natural, incluyendo su
comportamiento de apareamiento. El presente capitulo se enfoca en proporcionar una
primera aproximacion al estudio de esta tematica en migalomorfas locales. Para tal fin,
se llevaron a cabo experiencias de inter-cruzamiento preliminares en P. longisternale y
G. vachoni, en tanto en A. centralis registros de la existencia de cortejo masculino
sobre telas de hembras. Los datos aqui proporcionados sientan las bases para futuros

estudios experimentales mds concretos en estos modelos a nivel inter-poblacional.
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2.

Objetivos

2.1.

2.2,

2.3.

Determinar el grado de diferenciacion en el cortejo de cada poblacién por
medio de la observacion del comportamiento del macho sobre tela de hembras

de la misma u otra poblacién en A. centralis.

Examinar de manera preliminar el grado de entrecruzamiento factible en dos
poblaciones distantes a través de pruebas de cortejo en el laboratorio de las

especies de Grammostola vachoni y Plesiopelma longisternale.

Discutir sobre la base de los objetivos previos una primera comparacion del

comportamiento sexual en dos poblaciones distantes de las especies de

Mygalomorphae seleccionadas.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Colecta de individuos y mantenimiento en el laboratorio
Se recolectaron manualmente arafias de dos regiones serranas de la Argentina;
las Sierras de Cérdoba y del Sistema de Ventania (Fig. 1). Las Sierras de Cérdoba
corresponden a la ecorregion de la sabana montafiosa cordobesa, mientras que el
Sistema de Ventania pertenece la pampa semidrida (tomado de eco-regiones terrestres

(2017)  http://www.worldwildlife.org/biome-categories/terrestrialecoregions).  Los

muestreos en la Localidad “Cérdoba” se realizaron en las localidades de Ascochinga
(30°56'28,9"S - 64°18'36,6"0) (409 m); Calamuchita (32° 4'21,80"S - 64°31'11,70"0);
Camino del Cuadrado (31°07'21,2"S - 64°21'51,7'0) (1020 m); Flor Serrana (Tanti)
(31°23'01,1"'S - 64°35'39,9"0) (893 m); Pampilla (El Céndor) (31°35'54,1"'S - 64°42'49,5"0)
(1817 m); y San Marcos (30°48'49,27"S - 64°36'55,32"0). Los muestreos en la localidad
“Ventania” se realizaron en la localidad de Sierra de la Ventana (38°09'S - 61°48'0). Las
arafias se llevaron al laboratorio de Zoologia de Invertebrados II, Universidad Nacional
del Sur, donde se acondicionaron en recipientes con sustrato de tierra y contendor de
agua. Se mantuvieron en condiciones de 12 hs luz/ 12 hs oscuridad y la temperatura
media del laboratorio fue de 26,4 °C + 2,09 (media + DE). Una vez por semana los
ejemplares se alimentaron a base de una dieta variada compuesta de larvas (Zophoba
sp. (Tenebrionidae)), cucarachas (Blaptica dubia y Blatella germanica (Blattodea)) y

grillos (Acheta domestica (Orthoptera)).
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Figura 1. Cada mapa contiene los puntos de las localidades donde se recolectaron las especies

para este trabajo. Mapa editado en http://www.simplemappr.net (Shorthouse 2010).

3.2. Criterio de observacion de secuencias de comportamiento y copula

Todas las interacciones fueron grabadas con una camara de video digital
Panasonic SDR-S7 colocada cuidadosamente lo que permite una vision en primer
plano de los movimientos de los machos durante el cortejo y la copula. Los eventos se
analizaron a partir de videos digitales con el programa JWatcher 0.9 (Blumstein et al.
2000). Para los patrones de comportamiento observados durante el cortejo (Capitulo
1), se calcularon la frecuencia absoluta que fue el nimero total de ocurrencias (Martin
& Bateson 1993). La duracidn de la latencia de cortejo, del cortejo y la copula se estimd
en segundos. Se registrd el nimero y duracion relativa de las inserciones del macho.
Todas las interacciones se realizaron en el laboratorio de Zoologia de Invertebrados II,

Universidad Nacional del Sur, Bahia Blanca.

3.3. Diseiio de los experimentos

3.3.1. Cortejo masculino sobre telas de hembras a nivel intra e interpoblacional en

Acanthogonatus centralis

Los ensayos consistieron en el registro de la actividad del macho durante 10
minutos luego de ser colocados suavemente en la arena que contiene la tela de la
hembra. Las arenas constaron de cajas de Petri con una delgada capa de tierra como
sustrato. Las hembras virgenes se colocaron en las cajas durante la semana previa a los
ensayos. Este tiempo se considerd suficiente para que las hembras construyeran el
tubo de seda que acttia como refugio y depositaran seda sobre el sustrato. La hembra

fue retirada de las arenas dos minutos antes de ubicar al macho. Se realizaron
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comparaciones intra e interpoblacionales en cuanto al cortejo desplegado por los
machos. Se lograron efectuar los siguientes cruzamientos intra-poblacionales: tres
hembras de la poblacion de Cordoba vs. tres machos de la poblacion de Cordoba (2C-
3C) (N=6) y cinco hembras de la poblacion de Ventania vs. diez machos de la
poblacion de Ventania (YV-3V) (N=10). Como cruzamiento inter-poblacionales: cinco
hembras de la poblacion de Cordoba vs. ocho machos de la poblacion de Ventania
(?C-3V) (N=8) y ocho hembras de la poblacién de Ventania vs. tres machos de la
poblacion de Cordoba (?V-3C) (N=13). Aunque los individuos se reutilizaron, no se

repitieron parejas en los cruces.

3.3.2. Interacciones sexuales en Plesiopelma longisternale

Se realizaron comparaciones de cortejo y copula entre individuos de las dos
poblaciones de P. longisternale. Tres machos de Sierra de la Ventana y tres machos de
Cérdoba se cruzaron con cinco hembras de cada poblacion. Se efectuaron los
siguientes cruzamientos: hembras de la poblaciéon de Cérdoba vs. machos de la
poblacion de Ventania (?C-3V) (N=10) y hembras de la poblacién de Ventania vs.
machos de la poblacion de Cérdoba (?V-3C) (N=8). Las hembras fueron colocadas dos
dias previos a las experiencias en terrarios de 35 cm x 15 cm x 30 ¢cm de alto, con una
capa de sustrato de 10 cm. Se construyé una cueva artificial contra el vidrio del
recipiente para permitir la observacion en detalle del comportamiento de la hembra.
Los machos fueron depositados delicadamente en el extremo opuesto de la entrada de
la cueva. Se registro el comportamiento de los individuos por 30 minutos o hasta

finalizar la cépula.
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3.3.3. Interacciones sexuales complementarias en Grammostola vachoni

Durante el periodo de la tesis no se obtuvieron hembras adultas de G. vachoni
de las poblaciones de Coérdoba, lo que imposibilité el cruce completo de ambas
poblaciones. A su vez solo dos machos inmaduros colectados en la localidad del
Céndor y en el Sector del Camino del Cuadrado (Cordoba) alcanzaron la madurez

sexual en condiciones de laboratorio y se utilizaron en los siguientes ensayos.

Se realizaron comparaciones de cortejo y copula entre individuos de G. vachoni
de las dos poblaciones. Cinco hembras de la poblacion de Ventania vs. dos machos de
la poblacion de Cérdoba (HV-MC) (N=10) se cruzaron en todas las opciones posibles.
Las hembras fueron colocadas 96 horas previas a las experiencias en terrarios de 35 cm
X 30 cm x 30 c¢cm de alto, con una capa de sustrato de 10 cm. Se construyo una cueva
artificial contra el vidrio del recipiente para permitir la observacién en detalle del
comportamiento de la hembra. Los machos fueron depositados delicadamente en el
extremo opuesto de la entrada de la cueva. Se registro el comportamiento de los
individuos por 30 minutos o hasta finalizar la cépula. Se comparo lo registrado con los

machos de G. vachoni de la poblacion de Ventania.

3.4. Andlisis estadisticos

Los comportamientos fueron comparados estadisticamente. Se chequed la
distribucién normal los datos usando el test de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de la
varianza con el test de Levene. Se utilizé el ANOVA y el Test de t en caso de muestras

paramétricas y el Kruskal-Wallis y Test de la U de Mann-Whitney para muestras de
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distribucién no paramétrica. En todas las pruebas estadisticas se utilizo el programa

Past v. 1.18 y el programa InfoStat (Di Rienzo et al. 2016).
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4. Resultados
4.1. Cortejo masculino sobre telas de hembras a nivel intra e inter-poblacional en

Acanthogonatus centralis

Los machos de Ventania y Cordoba frente a tela de hembras de su misma
poblacidn realizaron cortejos similares sin diferencias estadisticas entre los dos grupos
(contracciones: z=-1,08, p= 0,28; repiqueteo: z=-0,917, p=0,35; rasgar: z=-1,23, p= 0,21; y
tironeo: z=0,22; p=0,82). Los machos de A. centralis de la poblaciéon de Ventania
cortejaron sobre la tela de las hembras de ambas poblaciones pero los machos de
Cérdoba cortejaron solo sobre la tela de hembras de Cérdoba (Tabla 1). Los machos de
Ventania no mostraron diferencias significativas en la latencia de cortejo cuando
cortejan hembras de ambas poblaciones (Tabla 1). No se encontraron diferencias entre
los cortejos realizados por los machos de sierra hacia las hembras de las dos
poblaciones (contracciones: z=-0,29041, p=0,77; repiqueteo: z=-0,438, p=0,66; rasgar:
7=-0,29041, p=0,77; Yy tironeo: z=-0,826, p=0,40). No se observaron diferencias
estadisticas entre las unidades comportamentales de los tres grupos que cortejaron
(contracciones: H=1,053, p= 0,583; repiqueteo: H= 0,9318, p=0,612; rasgar: H= 2,483,

p=0,285; y tironeo: H=0,8939, p=0,549) (Fig. 2).

Tabla 1. Porcentaje de cortejo realizado por los machos de A. centralis sobre tela de hembras y

tiempo de latencia.

A. centralis % CORTEJO Latencia de
cortejo (seg)
4 Cérdoba Q@ Ventania o o
d Cordoba @ Coérdoba 50 51 % 46,6 )
d Ventania @ Cordoba 62,5 85,6 + 98,12 2= -0.367; p=o,71
& Ventania @ Ventania 60 107,5+ 108,01
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Figura 2. Frecuencia de cortejos entre los diferentes grupos de poblaciones de A. centralis.

Frecuencia dada como cantidad de unidades de comportamiento por minuto.

4.2. Interacciones sexuales en P. longisternale

Los machos de P. longisternale de ambas poblaciones cortejaron y copularon
con hembras de poblaciones distantes (Tabla 2). Las hembras salieron de sus cuevas
mostrando receptividad luego del cortejo de los machos. En una oportunidad en cada
grupo, la hembra se mostro receptiva pero fue rechazada por el macho el cual se alejo
luego del contacto. En el resto de los casos, la no receptividad de la hembra fue
asumida luego de no salir de su cueva, o salir hacia la direccidn contraria de la emision
de cortejo. Los machos de ambas poblaciones realizaron vibraciones corporales luego
del contacto con la seda de las hembras, ya en contacto con la hembra efectuaron
golpes espasmoddicos, ademas de vibraciones corporales durante la copula y luego de
ésta. Una sola hembra de Sierra de la Ventana atacé a un macho de Cérdoba, luego de
una entrada abrupta en la cueva de la hembra sin previo cortejo. Las hembras de
ambas poblaciones, luego de la copula permanecieron catalépticas. No se hallaron

diferencias en ambas poblaciones en la duracion de la latencia de cortejo (t=-0,88724;
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p=0,38), del cortejo realizado por los machos (z= -1,4178; p=0,15625), de la copula (t=-
0,12668; p= 0,90413), de la catalepsis (z=-0,891; p=0,372) y de las inserciones (t=0,0046;
p=0,9966) (Fig. 3). No se observaron diferencias significativas en los cortejos de los
machos ante hembras de diferente poblacién (Fig. 4), en cuanto a las vibraciones
realizadas antes del contacto corporal (t=1,009; p=0,29), las vibraciones realizadas por
el macho durante la copula (t=-0,31; p= 0,76), las vibraciones luego de finalizada la
copula (t=2,21; p=0,07) y los golpes espasmodicos que el macho realiza sobre la
hembra luego del contacto y previo al enganche (t=-0,67; p=0,52). Los individuos de
ambas poblaciones no mostraron diferencias en el peso corporal y medidas

morfologicas (Tabla 3).

Tabla 2. Porcentajes de cortejo, cépula y receptividad de las hembras en P. longisternale.

P. longisternale % CORTEJO % COPULAS % @ RECEPTIVAS
Localidades distantes

& Cérdoba @ Ventania 8o 30 50
J& Ventania @ Cordoba 87,5 50 62,5
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Figura 3. Duraciones promedio de latencia de cortejo, cortejo, cdpula, inserciones y catalepsis

de las interacciones de cruza de poblaciones de P. longisternale.
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Figura 4. Nimero medio de unidades de cortejo que realizaron los machos de P. longisternale

ante la presencia de hembras de diferente poblacién. V= vibraciones.

Tabla 3. Medidas de hembras y machos de P. longisternale con su comparacion estadistica entre

ambos grupos. Los datos se presentan como media + desvio estdndar.

Q@ VENTANIA - @ CORDOBA JVENTANIA - & CORDOBA

Peso (gr) 1,28 £ 0,53 1,25 + 0,27 t= 0,125 p=0,902 0,84 £ 0,006 0,81 + 0,04 t= 0,93 p=0,40
Largo 2,20 + 0,26 2,28 0,15  t=0,095 p=0,925 2,03 * 0,12 2,01+ 0,078  t=-0,278 p=0,79
total (cm) ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’
Largo

cefalotora 1,04 * 0,34 1,02 * 0,06 t= 0,313 p=0,76 0,93 + 0,05 0,88 +0,04 t=-1,1147 p=0,32
X

Ancho

cefalotora 0,75 * 0,10 0(’)85; t=-1,29 p= 0,22 0,71 + 0,02 0,75+ 0,05 t=-1,1169 p= 0,32
X

4.3. Interacciones sexuales complementarias en Grammostola vachoni

Se observaron cinco copulas (50%), uno de los machos copul6 dos veces y el
otro copuld tres veces. De las hembras, dos copularon dos veces, una en una ocasion,
una fue cortejada una sola vez y la ultima ninguno de los dos machos la cortejo. Los

machos realizaron vibraciones corporales, palpares, tamborileos y golpes
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espasmddicos sobre la hembra. Tres hembras antes y/o después de la copula
realizaron contracciones corporales y solo tres se mostraron catalépticas luego del
apareamiento. Datos de la cépula y unidades comportamentales se muestran en la
tabla 4 y 5 respectivamente. Los machos de la poblacion de Cérdoba realizaron ante
hembras de Ventania iguales unidades de cortejo que los machos de Ventania.
Duraciones y unidades promedio fueron similares a las realizadas por machos de
Ventania ante hembras de la misma poblacion. Se encontré6 que los machos de
Cérdoba demoraron mas tiempo en comenzar el cortejo que los machos de Ventania
(latencia: z=-2,1226; p< 0,05) y cortejaron durante mds tiempo (z= -2,269;  p<0,05).
Aunque el cortejo fue mas extenso en promedio realizaron la misma cantidad de
unidades comportamentales que los machos de Ventania ya que no se encontraron

diferencias significativas en ninguno de los restantes parametros.

Tabla 4. Pardmetros de la cépula de dos poblaciones de G. vachoni con machos de Cérdoba y

hembras de Ventania. Datos de medias + Desvié Estdndar.

| | DURACIONES (SEG.)

N° Latencia de

. . . Cortejo del & Copula Inserciones  Catalepsis
inserciones cortejo

JCRV | 63 +41 | 7182+569,1 6033 +3855 57 284 11,4 +9,5 61,3 + 80,9

AVRV | 48+3,5 |2461+359,5 208,0+198,6 87,4+70,8 0,056 92,3+ 113,6

Tabla 5. Unidades de cortejo de G. vachoni en copuladas entre dos Poblaciones con machos de

Cérdoba y hembras de Ventania. Datos de medias + Desvié Estdndar.

| CORTEJO & | CORTEJO ¢
Golp,es. Vibraciones  Palpares Tamborileos Golpes Contracciones
espasmodicos Seco
JCYV 19,5 *10,5 5+ 4,6 5,8 * 3,1 4 =2 3,5 £2,1 7,3 £5,9
SVRV | 241+22,4 5467  43*29 84+93  33%64 19,0 £ 10,9
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5. Discusion

A partir de este estudio se pudo observar que los machos de A. centralis de
Ventania no diferenciarian entre tela de hembras de su misma poblacion a tela de
hembras de la poblacién de Cdrdoba, pero los machos de Cérdoba solo cortejaron
sobre tela de hembras de su poblacién. Las sefiales presentes en la tela de las arafias
suele asumirse como especie-especifica, aunque estudios demostraron que las
feromonas presentes en la seda pueden estimular a machos de especies hermanas
(Roberts & Uetz 2004). Dentro del grupo de las migalomorfas se ha observado
confusion en tardntulas simpatricas y sincrénicas, donde machos cortejan y las
hembras responden a individuos de otros géneros (Costa et al. 2013a; b). Por lo tanto,
machos de una poblacién que ya no corteja ante la presencia de tela de hembras de
otra poblacion, deben haber sufrido grandes cambios en sus preferencias. Diferencias
en cortejo y asimetrias en la ocurrencia del mismo fue observado para Aglaoctenus
lagotis (Lycosidae) (Gonzdlez et al. 2015), donde machos de una poblacion ante
presencia de la tela de diferentes poblaciones, mostraron preferencia por sefales
quimio-tactiles de hembras homo-tipicas. Estudios de las caracteristicas del habitat de
A. centralis y ensayos con la presencia de las hembras de A. centralis, donde la
presencia de senales vibratorias podrian confirmar o no el inicio del aislamiento
reproductivo seran necesarios en un futuro. Los machos de Ventania de A. centralis no
mostraron discordancias en el cortejo realizado sobre la tela de las hembras de las dos
poblaciones, sugiriendo que el aislamiento reproductivo en esta especie estaria en
diferentes fases segun la poblacion. Ademdas los patrones de cortejo y unidades

comportamentales entre las dos poblaciones fueron similares, esto nos sugiere que
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deriva génica no estaria sucediendo, pero mas estudios sobre estas poblaciones
deberian realizarse en un futuro.

En cuanto a las tarantulas P. longisternale y G. vachoni, no se observaron
diferencias en su repertorio de cortejo. Asi mismo machos de las dos poblaciones de P.
longisternale comenzaron su cortejo luego del contacto con tela de hembras de otras
poblaciones, las hembras se vieron atraidas por estos machos y luego del contacto el
reconocimiento entre poblaciones fue positivo y los individuos copularon. Se puede
esperar que exista una confusion en las sefiales que disparan el cortejo del macho, pero
luego del contacto mads sefales confirmarian la especificidad, como ocurre en las
tarantulas Acanthoscurria suina y Eupalaestrus weijenberghi (Costa et al. 2013a; b), en
donde los machos cortejan, las hembras responden pero no hay cépulas entre las
especies. Por lo que el reconocimiento entre las parejas luego del contacto nos
demostraria que no existirian barreras etoldgicas en las poblaciones de P. longisternale
y G. vachoni. Dentro del mascotismo es conocida la existencia de hibridos de
tardntulas en cautiverio, donde especies diferentes llegan a copular y dejan
descendencia (Schultz & Schultz 2009). También se registré la posible existencia de
hidricos en la naturaleza (Longhorn 2014) pero esto ultimo al ser probado con técnicas
moleculares perdi6 validez (Mendoza & Francke 2017). En Uruguay, dos poblaciones
de diferentes formas de una tarantula, separadas por barreras geograficas se
reprodujeron bajo condiciones de laboratorio (Postiglioni & Costa 2006), pero luego
del andlisis con nuevas técnicas moleculares, estas “formas” pasaron a ser dos especies
diferentes del género Grammostola (Montes de Oca et al. 2016). Por lo que se concluye
que datos moleculares ayudarian a confirmar la hipdtesis que ambas poblaciones de

las tarantulas P. longisternale y G. vachoni corresponden a la misma especie.
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Las poblaciones de Cdrdoba se encuentran en el sistema montafoso
denominado Sierras Pampeanas, la elevacion de las mismas se registré a partir del
Cuaternario durante el ciclo orogénico de los Andes (Guereschi & Martino 2008; Von
Gosen 1998). Por otro lado Ventania se considera una extensa cuenca Paleozoica
desarrollada en el margen de Gondwana y que resulté deformado durante el Permo-
Tridsico para formar Gondwénides (Sellés-Martinez 2001). De acuerdo al andlisis de la
fauna de escorpiones, opiliones y arafias de los sistemas serranos de Cdérdoba, San
Luis, Ventania y Tandilia, se propone el reconocimiento de un patrén generalizado de
distribuciéon denominado “peripampdsico” (Maury 1973; Acosta 1989, 1993; Mattoni &
Acosta 1997, Ferretti et al. 2012), el cual, se extenderia también hasta el sur de Uruguay
(Acosta 1993, Ringuelet 1961). Este patron indicaria una antigua conexién de estas
faunas, hoy en mayor parte fragmentadas durante los ultimos 65 millones de afios
desde la tectdnica del terciario (Ringuelet 1961; Acosta 1989, 1993; Mattoni & Acosta
1997; Crisci et al. 2001; Ferretti et al. 2012). La conexion entre las poblaciones de P.
longisternale, A. centralis y G. vachoni data de millones de afios, tiempo necesario para
que condiciones ambientales y comportamentales hayan forzado a las especies a
cambiar sus tacticas reproductivas y comenzar el aislamiento.

Estudios mas profundos de las poblaciones seran de utilidad para entender las
relaciones entre ellas. Los datos preliminares obtenidos por medio de este estudio
también podrian resultar valiosos al realizar andlisis mds andlisis de los
comportamientos sexuales, asi como moleculares y ecoldgicos para apoyar estos

primeros resultados.
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Conclusiones Generales
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A partir de los datos de la cria de las arafias en el laboratorio y de las colectas en
el campo se aportaron conocimientos sobre la biologia reproductiva de tres especies
de arafas migalomorfas de la Argentina. El periodo reproductivo de Plesiopelma
longisternale abarca los meses de marzo a julio con observacion de ootecas desde julio
a noviembre, durante estos meses las hembras almacenan el esperma para luego
fertilizar sus huevos donde un lapso de tiempo donde tacticas de eleccion criptica
femenina o competencia espermatica pueden ocurrir. Los machos de Grammostola
vachoni alcanzan la adultez principalmente durante el verano, luego del periodo
reproductivo, por lo que pasan los meses del invierno en sus refugios para luego salir a
buscar a las hembras a finales de la primavera. Las hembras de Acanthogonatus
centralis presentan luego de mas de un afio y medio de vida, espermatecas bien
formadas a partir del cuarto estadio y la mayor cantidad de mudas con espermatecas
se produjo a principios del invierno, coincidiendo con el periodo reproductivo; los
machos en el laboratorio surgieron de manera constante en el afio luego de casi dos
afios de vida, pero en el campo solo se los observo durante el periodo comprendido
entre los meses de abril a agosto.

Detalles del cortejo y cépula de las tres especies fueron comparados con las
descripciones previas. Plesiopelma longisternale realizé vibraciones corporales antes,
durante y luego de la cépula, presentando de esta manera cortejo copulatorio. Se
actualizo el cortejo de A. centralis, donde se agregaron nuevas unidades de cortejo
previo al contacto. Las hembras de G. vachoni respondieron ante el cortejo del macho
con contracciones, donde se observo un intenso intercambio de sefiales vibratorias

previo a las inserciones del macho.
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Con respecto a los estudios de comunicacion quimica se hallé que entre
machos y hembras de A. centralis y P. longisternale no intervienen sefiales quimicas
aéreas. En cuanto a la presencia de sefales de reconocimiento de pareja en la tela de
las hembras, se observé que los machos de ambas especies encuentran a la tela como
medio disparador de su cortejo. Los machos de A. centralis ademds mostraron
esfuerzos diferenciales en el cortejo hacia los tratamientos de tela de las hembras
virgenes mas que hacia los de tela de las hembras copuladas, demostrando que los
machos han desarrollado la capacidad de diferenciar entre ellas y que las hembras

pueden advertir sobre estatus reproductivo y receptividad.

Con relacion al estudio de la trasferencia de esperma en A. centralis, durante la
copula los machos transfieren solo una porcion de la totalidad de esperma que poseen
siendo posibles futuras cdpulas sin induccidn espermadtica y los riegos asociados que
ellas tienen. No se encontroé relacion entre la duracion de la copula con la cantidad de
esperma almacenado por la hembra asi como tampoco con el remanente en los bulbos
de los machos. No obstante, los resultados confirmarian un mayor control interno por
parte de la hembra en la cantidad de esperma presente en sus espermatecas luego de
una cdpula, asi como también una amplia comunicacion de la pareja previa a la cépula

y posterior a ella.

Por medio de este trabajo se pudo confirmar la existencia de dimorfismo sexual
en el tamafio corporal en G. vachoni, P. longisternale y A. centralis, donde las hembras
son mas grandes que los machos. Ademas las hembras de A. centralis poseen mayor
porcentaje de grasas e indice corporal que los machos, aunque se encontraron iguales

porcentajes de musculatura en patas. Por ultimo las hembras de A. centralis y G.
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vachoni, no mostraron superior inmunidad que los machos frente a un agente extrafio.

Estas caracteristicas concuerdan, en su mayoria, con el estilo de vida de estas especies.

Por dltimo con respecto a las variaciones entre las poblaciones de las arafias
estudias, se pudo observar que en cuanto a las tarantulas P. longisternale y G. vachoni,
no se observaron diferencias en su repertorio de cortejo. En cambio A. centralis mostréd
un inicio de aislamiento reproductivo, que estaria en diferentes fases segun la
poblacién. Igualmente estudios mas profundos y con mayor cantidad de individuos
serian necesarios para obtener mejor representacion de las poblaciones. Ademas al
incluir localidades intermedias se podria encontrar un continuo de comportamientos

o cambios.

Los estudios realizados en estas arafias muestran que, pese a las dificultades
que el grupo posee (por ejemplo sus largos ciclos de vida, maduracién y obtencion de
hembras virgenes), interesantes patrones y mecanismos estan presentes y son posibles
de estudiar, brindando caracteristicas de un grupo basal que ayudaria a entender la

evolucién de un clado mas grande.

Cada uno de los temas abordados durante esta tesis, puede ser puntapié para
nuevas lineas de investigacion dentro del grupo de las migalomorfas. Asi como
también puede apoyar estudios morfoldgicos y genéticos de las tres especies modelo,

para definir y mejorar la taxonomia del grupo.

La presente tesis constituye un aporte significativo al conocimiento de la
biologia reproductiva de las arafias migalomorfas de la Argentina y del mundo, y

demuestra que el catalogado de “grupo simple” quedé obsoleto.
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