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RESUMEN

Las arafas se caracterizan por ser solitarias, territoriales y canibales. Sin embargo, algunas especies
pueden agregarse por cortos o largos periodos de tiempo, y cooperar en diferentes etapas de su
vida en actividades como el mantenimiento de sus nidos, la captura de presas y la cria de los
juveniles. Los estudios realizados en aranas sociales se han centrado en estos tres
comportamientos, pero, es escaso lo que se conoce sobre su comportamiento sexual. El estudio de
los mecanismos reproductores es un punto clave para comprender, no solo cémo funciona la
seleccion sexual en las arafias sociales, sino también para entender cdmo ha evolucionado la
socialidad en arafas. El género Anelosimus (Theridiidae) incluye especies solitarias, subsociales y
sociales, lo que lo convierte en un modelo éptimo para el estudio evolutivo de la socialidad en
aranas. El objetivo general de la tesis fue investigar las caracteristicas de los comportamientos
sexuales de tres especies de arafas del género Anelosimus con diferente grado de socialidad: A.
nigrescens, como representante de especie solitaria, A. vierae, como representante de especie
subsocial y A. jabaquara, especie intermedia entre subsocial y cuasisocial. Los estudios con A.
vierae fueron realizados en Montevideo, ya que es endémica de Uruguay. A. nigrescens y A.
jabaquara no han sido registradas para Uruguay por lo tanto, la etapa experimental realizada con
estas especies se llevd a cabo en la base ecoldgica de la Sierra de Japi, San Paulo, Brasil. Se logré
profundizar en el comportamiento sexual de cortejo y cdpula de A. vierae, y se describié el
comportamiento de pseudocdpula que ocurre entre machos adultos y hembras penultimas. Se
comprobdé que este comportamiento sexual presente en interacciones entre machos maduros y
hembras inmaduras, tiene efectos positivos en los encuentros sexuales futuros. Se detallé y
describié por primera vez el comportamiento de cortejo y copula de las especies brasileras A.
nigrescens y A. jabaquara. A su vez, se describid por primera vez en detalle el proceso de induccién
espermatica de los machos de A. vierae y A. jabaquara. El estudio sobre el comportamiento sexual
en las tres especies con diferente grado de socialidad permitié definir comportamientos en comun
y exclusivos de cada especie. Este estudio comparado permitié afianzar los conocimientos previos
sobre la caracterizacién de estas arafias dentro de las categorias de cuasisocial, subsocial y
solitaria. Por lo tanto, el comportamiento sexual puede ser considerado una herramienta

importante para caracterizar los niveles de socialidad en las aranas.



INTRODUCCION GENERAL

Generalidades de Araneae

El Orden Araneae pertenece a la clase Arachnida (Phylum Arthropoda) y se destaca por ser uno de
los grupos faunisticos mds abundantes y diversos en los ecosistemas terrestres (Wise 1993;
Costello & Daane 1999). Incluye 46.211 especies descritas (World Spider Catalog 2016), y se ubica
en el séptimo lugar en diversidad dentro del Reino Animal (Coddington & Levi 1991). Presentan
habitos depredadores, son generalistas, y muchas especies estan especializadas en capturar a sus
presas con redes sofisticadas, mientras que otras persiguen o esperan a que sus presas pasen
cerca para emboscarlas. Los insectos constituyen su principal fuente de alimento, aunque también
pueden consumir otros artrépodos y es comun que presenten canibalismo incluso hacia parejas y

parientes (Foelix 2011).

Socialidad en arafas
Debido a sus caracteristicas depredadoras y al hecho de que pueda existir canibalismo, no es de
extrafiarse que el comportamiento social sea raro en este grupo animal. De hecho, menos de 80
especies dentro del total de especies descritas viven en grupo (Bilde & Lubin 2011; Yip & Rayor
2014). A pesar de su ancestro solitario, una variedad de patrones sociales han evolucionado en las
arafias, desde agregaciones facultativas de telas individuales a grupos formados por multiples
adultos que cooperan en diferentes actividades (Avilés 1997; Avilés et al. 2001). Estas sociedades
han evolucionado a través de linajes muy divergentes, por lo que las aranas constituyen un
excelente modelo para estudiar la evolucidén de la socialidad (Yip & Rayor 2013).

Segun Avilés (1997) existen dos criterios para clasificar los tipos de socialidad en araias: (1)
si las agregaciones o colonias duran o no todo el ciclo de vida de sus miembros, dando lugar a
sociedades permanentes o temporales, y (2) si las arafias mantienen o no territorios individuales
dentro de los nidos, dando lugar a agregaciones laxas, con cooperacion limitada, o a sociedades,
con una amplia gama de comportamientos cooperativos.

De acuerdo con estos criterios, las arafias que muestran alguna forma de conducta social

pueden ser asignadas a cuatro categorias (Avilés 1997):



(1) Territoriales de socialidad permanente: también conocidas como “territoriales

comunales” o “coloniales”. Son especies en las que las agregaciones de telas individuales pueden
persistir por varias generaciones. Ejemplos: Metabus ocellatus (Keyserling, 1864) (Tetragnathidae),
Philoponella republicana (Simon, 1891) (Uloboridae), Dictyna calcarata Banks, 1904 (Dictynidae) y
Scytodes fusca Walckenaer, 1837 (Scytodidae).

(2) Territoriales de socialidad periddica: son especies en las que las agregaciones de telas

individuales consisten en grupos familiares que se dispersan antes del apareamiento, por ejemplo,
Parawixia bistriata (Rengger, 1836) (Araneidae).

(3) No territoriales de socialidad permanente: también conocidas como “cuasisociales” o

“cooperativas”. Son especies en las que los miembros de los grupos sociales permanecen juntos en
un nido comun durante todo su ciclo de vida. Ejemplos: Anelosimus eximius (Keyserling, 1884)
(Theridiidae), Agelena consociata Denis, 1965 (Agelenidae) y Stegodyphus mimosarum Pavesi,
1883 (Latreille, 1817) (Eresidae).

(4) No territoriales de socialidad peridédica: también conocidas como “subsociales" o

“materno-sociales”. Son especies en las que las crias de una hembra, en la presencia o no de la
madre, se mantienen juntas en un nido comun durante parte de su ciclo vital. Incluye entre otras
especies: Anelosimus studiosus (Hentz, 1850) (Theridiidae), Stegodyphus lineatus (Latreille, 1817)
(Eresidae) y Phryganoporus candidus (L. Koch, 1872) (Desidae).

Las arafnas cuasisociales habitan colonias donde existe solapamiento de mas de dos
generaciones. Dentro de las colonias los individuos cooperan en la construccidon de la tela de
captura. Los jovenes permanecen en la colonia y acumulan tareas a medida que maduran. Una
proporcidon de las hembras ayudan en el cuidado de las ootecas y de las crias, pero no hay divisidon
de labores como en los insectos eusociales. El apareamiento ocurre dentro de las colonias y las
hembras que se aparean se dispersan luego desde la colonia natal, solas o en grupos, para
establecer nuevas colonias. La endogamia es caracteristica en este tipo de socialidad (Avilés 1997).

La hipétesis evolutiva general mas aceptada es que las especies cuasisociales derivan de las
subsociales (Avilés 1997; Johannesen et al. 2007; Agnarsson 2012). Las arafias subsociales
presentan una extensa etapa de cuidado maternal anterior a su dispersién y una etapa de
cooperacion entre los jovenes dentro de la camada, que puede continuar luego de que la madre

muere o deja el nido. Otra caracteristica que distingue a las subsociales de las cuasisociales, es la



dispersion obligatoria de los jévenes o adultos de uno o ambos sexos antes del apareamiento, para
evitar de esta forma la endogamia (Avilés 1997; Bukowski & Avilés 2002; Li & Kuan 2006).

El grado de socialidad de las arafas ha sido definido teniendo en cuenta el tamafio y
durabilidad del nido que construyen los individuos. La mayoria de las caracteristicas
comportamentales que han sido utilizadas para categorizar a las especies de arafias dentro de
solitarias, subsociales o sociales, se han basado en aspectos relacionados con el comportamiento
de dispersidon, tamafio de grupo, grado de tolerancia y comportamientos cooperativos entre los
individuos para realizar ciertas actividades. Existen diversos estudios y revisiones sobre el
comportamiento social en arafias. La gran mayoria se han enfocado en evaluar las causas,
consecuencias, ventajas y desventajas de formar sociedades en las arafias cuasisociales (Aviles
1997; Whitehouse & Lubin 2005; Bilde et al. 2005; Lubin & Bilde 2007, 2011; Yip et al. 2008; Aviles
& Purcell 2012; Agnarsson et al. 2013; Majer et al. 2013; Settepani et al. 2014; Vanthournout et al.
2016). También existen trabajos sobre comportamiento maternal en arafas subsociales (Buskirk
1981; D’Andrea 1987; Viera et al. 2004; Viera et al. 2007a, 2007b; Yip & Rayor 2013; Da Rocha Dias
2015; Salomon et al. 2015; Kim 2016). Pero principalmente, estas arafas han sido incorporadas en
las revisiones de arafias cuasisociales, primariamente evaluando la “ruta subsocial” a la socialidad
permanente, donde la fase gregaria de las arafias subsociales se extiende hasta que la fase solitaria
se elimina por completo (Avilés 1997; Whitehouse & Lubin 2005; Lubin & Bilde 2007, 2011; Aviles
& Harwood 2012).

Sin embargo, es poco lo que se conoce sobre los mecanismos reproductores en relacién al
grado de socialidad (Lubin 1986; Smith 1997; Erez et al. 2005; Klein et al. 2005; Albo et al. 2007;
Jones & Parker 2008; Viera & Albo 2008; Pruitt & Riechert 2009, 2011; Lorieto et al. 2010; Pruitt et
al. 2011; Rojas Buffet & Viera 2015). Por lo tanto, investigar acerca de los mecanismos
reproductores que presentan las especies con diferente grado de socialidad, ofrece la posibilidad
de aproximarnos desde otro enfoque a la comprensidon de la evolucién de la socialidad en las
arafnas.

M3as alld de las ventajas generales de formar agrupaciones, existen otros beneficios al
formar una sociedad con machos y hembras de la misma especie sexualmente receptivos, como
por ejemplo, un facil acceso a las parejas potenciales y la posibilidad de elegir entre ellas. A su vez,
los individuos tienen la oportunidad de aparearse con multiples parejas comparado con lo que

sucederia si estuvieran dispersos. Como consecuencia, producirian mayor descendencia y con
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diferentes parejas (Ward & Webster 2016). Teniendo en cuenta estas ventajas, el estudio de los
mecanismos reproductores es un punto clave para comprender, no solo cémo funcionaria la
seleccion sexual en las arafias sociales, sino también para comprender cdmo ha evolucionado la
socialidad en las arafas y sus constricciones comportamentales. Se espera que una especie
subsocial presente comportamientos diferentes a las especies sociales y a las solitarias, marcando

asimismo una posible escalada en la comparacidén de comportamientos entre las tres categorias.

El género Anelosimus Simon, 1891
Anelosimus (Theridiidae) es el género de araifas cosmopolita con el mayor nimero de especies
cuasisociales conocidas, ademas de numerosas especies subsociales y unas pocas solitarias
(Agnarsson 2006; Avilés et al. 2007; Guevara et al. 2011). Actualmente se conocen 74 especies y la
gran mayoria viven en zonas tropicales o subtropicales (Agnarsson 2012; World Spider Catalog
2016. En general, y como una de las principales caracteristicas de la familia, estas arafas
construyen telas tridimensionales irregulares, con hilos de seda verticales utilizados para la
intercepcion y captura de presas (Nentwig 1985; Avilés 1997; Agnarsson 2006; Yip et al. 2008). Las
relaciones filogenéticas entre las especies de este género sugieren transformaciones multiples y
graduales desde las subsociales a las cuasisociales, lo que convierte al género en un modelo ideal
para el estudio de la evolucion de la socialidad (Avilés 1997; Avilés et al. 2007; Agnarsson 2006,
2012; Liu et al. 2016).

A continuacidon se describen algunos aspectos de la morfologia y biologia de las tres
especies del género Anelosimus que fueron sujeto del presente estudio, de la solitaria a la mas

social.

La especie solitaria: Anelosimus nigrescens (Keyserling, 1884)

Se distribuye en Brasil, Guyana y Venezuela (Agnarsson 2005; World Spider Catalog 2016). El
cefalotérax y el abdomen de los machos son de color anaranjado y castafio en las hembras. Los
apéndices locomotores son amarillos en su base y la mitad distal del fémur | es distintivamente
oscura sobretodo en los machos (Agnarsson 2005). Los machos son mds pequefios que las
hembras (largo total de los machos: 2.80 mm; largo total de las hembras: 3.38 mm) (Agnarsson

2005). A. nigrescens es considerada solitaria debido a la temprana dispersién de los individuos
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inmaduros, la reduccion en el tiempo de cuidado materno y al elevado grado de agresividad entre
los hermanos (Purcell et al. 2012). Los nidos contienen una hembra (Figs. 1A y 1B) con su saco de
huevos o con araias recién nacidas, que luego del segundo o tercer estadio se dispersan y viven
solitariamente (Agnarsson et al. 2006, 2007). Su historia de vida es pobremente conocida
(Agnarsson 2005; Agnarsson et al. 2010). En la literatura, no existen estudios relacionados con el

comportamiento sexual de esta especie.

Figura 1. Anelosimus nigrescens. (A) Nido (B) Hembra adulta (C) Macho adulto. Fotos: A: Jodo Vasconcellos-Neto; B y
C: Carolina Rojas.

La especie subsocial: Anelosimus vierae Agnarsson, 2012

Es una araiia subsocial de ciclo anual endémica de Uruguay (Agnarsson 2012; World Spider
Catalog 2016). Ambos sexos presentan el cefalotérax y el abdomen de color castafio y los
apéndices locomotores son de color amarillo a castafio con la zona distal del fémur y la tibia mas
oscura (Agnarsson 2012). Los machos son mas pequefios que las hembras (largo total de los
machos: 2.80 mm; largo total de las hembras: 3.70 mm) (Agnarsson 2012). Construye nidos en la
parte mas baja de los arboles de hojas perennes con restos de hojas secas y seda (Fig. 2A). Cada
nido estd compuesto por una madre y sus crias que conviven durante el verano y parte del otofio.
La madre cuida a sus crias y los juveniles no muestran agresién y cooperan en diferentes

actividades en el nido natal hasta que se dispersan cerca de la edad adulta (Viera et al. 2007c).



El comportamiento maternal implica el cuidado de la ooteca y luego la apertura de la misma
para liberar a las crias, ya que no son capaces de salir por si solas (Viera et al. 2007b). Ademas, la
madre alimenta a su descendencia a través de regurgitaciones (Viera et al. 2005) y muere cuando
los juveniles alcanzan los estadios IV-VI (al faltar entre dos y tres mudas para alcanzar la madurez
sexual). Una particularidad es que, luego de que la madre muere, los juveniles siguen
alimentandose entre si a través de regurgitaciones, y principalmente son las hembras quienes
donan alimento a sus hermanos (Viera et al. 2005; GOmez et al. 2015). Parece probable que el
intercambio de alimentos entre juveniles pueda representar un paso hacia la cuasisocialidad
(Agnarsson 2012).

Los machos de A. vierae maduran antes y se dispersan (Fig. 2B), mientras que las hembras
maduran de forma asincrénica y pueden o no dispersarse desde su nido natal (Fig. 2C). La
consecuencia de este patron de dispersion es la formacién de algunos nidos conformados por
muchas hembras y otros representados por una Unica hembra. La proporcidon sexual primaria en
esta especie también es sesgada hacia las hembras (2:1) (Viera et al 2007c).

Los machos, que maduran tempranamente, realizan guardias tanto de las hembras
subadultas como de las adultas. Pelean de forma ritualizada (Fig. 2E) con otros machos para
acceder a las hembras, lo que indica que existe competencia por la paternidad (Albo et al. 2007).
Los ganadores copulan primero con la hembra, y los machos que pierden las peleas pueden
permanecer como "satélites" alrededor del nido y de forma oportunista se aparean mds tarde con
la hembra (Albo et al. 2007) (Fig. 2D). Esto implica que la prioridad espermdtica no necesariamente
es del primer macho en copular, lo cual se confirmd a través de la técnica de esterilizaciéon con
radiacion gamma, donde se mostrd que los primeros y segundos machos en copular pueden tener

porcentajes similares en el éxito de paternidad (Lorieto et al. 2010).



Figura 2. Anelosimus vierae. (A) Nido (B) Macho adulto (C) Hembra adulta (D) Pelea ritualizada entre machos (E)
Cortejo y macho "satélite". Fotos: A: Marcelo Ottati; B, C, D y E: Carolina Rojas.



La especie intermedia: Anelosimus jabaquara Levi, 1956

Anelosimus jabaquara (Fig. 3) es una especie que se distribuye en el extremo sur de la zona
tropical de Brasil (Agnarsson 2006). Ambos sexos presentan el cefalotérax de color rojo, el
abdomen es castafio oscuro con cuatro bandas rojas en la zona dorsal terminal y los apéndices
locomotores son de color amarillo con varias bandas oscuras (Agnarsson 2006). Los machos son
mas pequefios que las hembras (largo total de los machos: 2.93 mm; largo total de las hembras:
4.23 mm) (Agnarsson 2006). A. jabaquara es considerada intermedia entre subsocial y cuasisocial.
La proporcion sexual primaria en esta especie también es sesgada hacia las hembras (1.8:1)
(Agnarsson 2006). Las hembras cuidan y protegen sus ootecas, y no existe agresion entre estas
dentro de la colonia (Agnarsson 2006). Las madres mueren cuando las crias alcanzan el IV estadio
(Marques et al. 1998; Gonzaga & Vasconcellos-Neto 2002). La dispersion del nido natal es parcial,
ya que algunas hembras se quedan y se reproducen en la colonia, lo que genera tamanos de
colonia similares a las de especies cuasisociales del mismo género (Purcell et al. 2012). Los trabajos
realizados en esta especie tratan sobre los factores que determinan la dispersidn de las hembras
desde la colonia natal y sobre aspectos relacionados con la distribucidon del alimento entre los
individuos de la colonia (Gonzaga & Vasconcellos-Neto 2001, 2002). Sin embargo, aun no se han

realizado estudios que aborden aspectos sexuales.

Figura 3. Anelosimus jabaquara. (A) Nido (B) Hembra adulta (C) Macho adulto. Fotos: Carolina Rojas.
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OBIJETIVOS

Objetivo general

El objetivo general de la tesis fue investigar las caracteristicas de los comportamientos sexuales, de
tres especies de arafias con diferente grado de socialidad del género Anelosimus, con especial

énfasis en la especie subsocial uruguaya Anelosimus vierae.

Objetivos especificos

I.  Describir el cortejo de ambos sexos y la copula de A. vierae.
Il.  Describir el comportamiento de induccién espermatica de los machos de A. vierae.
[ll. Describir el cortejo de los machos ante hembras penultimas, el comportamiento de
pseudocdpula, y evaluar sus consecuencias en ambos sexos de A. vierae.
IV. Comparar el comportamiento de cortejo y cépula en tres especies del género Anelosimus

gue presentan diferente grado de socialidad.
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ESTRUCTURA DE LA TESIS

La tesis se organizd en cuatro capitulos, cada uno de los cuales representa cada objetivo
especifico. Los tres primeros describen detalladamente y analizan las estrategias reproductivas de
la especie endémica uruguaya A. vierage. En el primer capitulo se analizan las caracteristicas del
cortejo y la cépula en condiciones de laboratorio. El segundo describe la induccidén espermatica de
los machos. En el tercer capitulo se describe la pseudocépula y se analizan las consecuencias de
este comportamiento para machos y hembras. En el cuarto capitulo se describe el
comportamiento de cortejo y copula de dos especies con diferente grado de socialidad del género
Anelosimus: A. jabaquara (intermedia entre subsocial y cuasisocial) y A. nigrescens (solitaria).
También, se describe el comportamiento de induccidn espermatica de la especie de socialidad
intermedia. En el mismo capitulo se comparan los comportamientos sexuales de las tres especies
estudiadas. Se finaliza con una conclusion general, se plantean perspectivas a futuro y se incluyen
las referencias bibliograficas de todos los capitulos. Al final de la tesis se adjunta material anexo a

cada capitulo.
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CAapPiTUuLO |

Cortejo y cépula en
Anelosimus vierae




MARCO TEORICO

Seleccion sexual

Darwin (1871) fue el primero en observar en sus estudios aspectos vinculados a la existencia de
seleccion sexual y acufiar este concepto. El argumentaba que todos los caracteres evolucionan
siendo positivos para el organismo que los portaba, pero descubridé un grupo de caracteres en
contraposicion con la supervivencia, y que casi siempre estaban presenten en los machos y no en
las hembras. Darwin postuld que algunos de estos caracteres evolucionan en el contexto de la
competencia entre machos por el acceso a las hembras y de la eleccion por parte de las hembras
de aquellos machos con ciertos caracteres preferidos por ellas.

La seleccidon sexual actia como una fuerza evolutiva de manera diferente en hembras y
machos. Las asimetrias entre los sexos en la produccion de los gametos promoveran diferencias en
la inversidon antes y durante la cépula. En general, las hembras, que son las que mas invierten en la
produccién de gametos, serdn el sexo selectivo y el recurso limitante para los machos (Andersson
1994). Los machos, que son los que menos invierten en la producciéon de gametos, competiran por
parejas e intentardn maximizar el nimero de cépulas (Arngvist & Rowe 2005).

Dependiendo de si las interacciones entre los individuos ocurren antes o después de
iniciada la cépula, se pueden distinguir cuatro tipos de seleccion sexual. Darwin percibio los
procesos que ocurren antes de la cépula: la competencia entre machos y la eleccion femenina
clasica. Sin embargo, estos mismos procesos pueden seguir actuando luego del inicio de la cépula.
Por una parte, la competencia entre machos puede continuar luego de la cdpula en una
interaccion que Parker (1970) denomind competencia espermdtica. De la misma manera, Thornhill
(1983) postuld que la eleccién de las hembras continta luego de la cépula, a este proceso se le
denomind eleccion criptica femenina; criptica porque no es evidente, y porque a pesar de que la

hembra se aparea con un macho, éste no tiene porqué resultar el padre de sus hijos.

Arafas y Seleccion sexual

La mayoria de los ejemplos sobre diferencias entre machos y hembras que Darwin (1871) describid
en su libro "Descent of Man, and Selection in Relation to Sex", fueron en aves, mamiferos e
insectos. Sin embargo, Darwin remarcé en su libro que "las arafias son poseedoras de sentidos
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agudos, y exhiben mucha inteligencia". De hecho, algunas arafias como las de la familia Salticidae,
presentan repertorios complejos comparables con los que despliegan los mamiferos, aves e
insectos sociales (Huber 2005).

Los estudios sobre seleccion sexual en arafas han venido aumentando constantemente en
las ultimas décadas. Esto se debe a que las arafias presentan un nimero variable de caracteristicas
que les confiere dimensiones inusuales en su comportamiento sexual (Schneider & Andrade 2011).
Una de las caracteristicas mas llamativas de las arafias es su forma de reproduccién. Los machos
transfieren el esperma con dérganos intromisores especializados, llamados bulbos copuladores, que
no se encuentran conectados directamente con las génadas (Foelix 2011). Otra caracteristica
interesante, como resultado de presentar habitos depredadores, es que en la época de
apareamiento los machos corren un riesgo potencial de ser canibalizados por la hembra (Schneider
& Andrade 2011) (y raramente las hembras por lo machos: Jackson & Pollard 1990; Schutz &
Taborsky 2005; Cross et al. 2007; Aisenberg et al. 2009). Presentan un sistema sensorial basado
principalmente en sefiales vibratorias y quimicas (feromonas) (Schneider & Andrade 2011).

Eberhard (2004) realizd un listado de las caracteristicas de la biologia sexual de las arafas
que las hacen modelos éptimos en estudios sobre competencia espermatica y eleccidén criptica
femenina. Algunas de estas caracteristicas son:

-Genitalia doble con simetria bilateral en ambos sexos, lo que posibilita utilizar el mismo
animal como experimento y control.

-Posibilidad de aislar el esperma del macho durante la induccién espermatica, lo que
permite la determinacién experimental de los efectos del esperma y sustancias asociadas en la
fisiologia reproductiva de la hembra.

-Transferencia del esperma en forma encapsulada, lo que permite asignar el transporte del
esperma al macho o a la hembra, y no al movimiento de los espermatozoides.

-Movimiento estereotipado de los sacos membranosos del bulbo (hematodoca), que
ocurren en la superficie externa de la genitalia de hembra; permitiendo la observacidn directa de

los movimientos genitales de los machos y la cuantificacidon indirecta de las eyaculaciones.
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Cortejo en arainas

El cortejo es el conjunto de interacciones que ocurren antes de la cépula y que afectan las
posibilidades de apareamiento. Mas aun, en algunas especies el cortejo puede afectar a los
procesos que ocurren durante y luego de la cdpula (Schneider & Andrade 2011). Cuando los
machos alcanzan la adultez, cambian sus habitos, abandonan sus refugios o telas, se vuelven
vagabundos, y a menudo dejan de alimentarse. Posteriormente al cargado de sus bulbos
copuladores con esperma, comienzan a desplazarse en busca de hembras para aparearse (Foelix
2011). Cuando los machos se acercan a las hembras opera una fuerte seleccién para que éstos
realicen un cortejo efectivo que inhiba el comportamiento canibal de las hembras. Los machos
deben identificarse como individuos de la misma especie y atraer la atencién de las hembras
(Schneider & Andrade 2011).

Los comportamientos de cortejo se pueden agrupar en tres categorias o niveles. Cada nivel
estd definido por el mecanismo que desencadena el cortejo en el macho (Foelix 2011):

-Nivel 1: requiere el contacto directo entre el macho y la hembra. Este tipo de cortejo, que
resulta comparativamente simple. Lo presentan las arainas de la familia Thomisidae y Clubionidae.

-Nivel 2: son necesarias las feromonas de la hembra para estimular el comportamiento de
cortejo del macho. Las familias Filistatidae, Amaurobiidae, Lycosidae, Araneidae, Theridiidae y
Linyphiidae son ejemplos de este nivel y presentan un cortejo mds complejo que las del Nivel 1.
Los machos utilizan quimiorreceptores de contacto para reconocer las feromonas de la seda de las
hembras, y eso desencadena el cortejo.

-Nivel 3: existe un reconocimiento visual de la hembra por parte del macho. Las familias
Salticidae, Oxyopidae y algunos licésidos presentan este cortejo. También intervienen estimulos
quimicos y tactiles. Se cree que este cortejo evoluciond de los cortejos nivel 1y 2 (Foelix 2011). Los
salticidos que presentan una gran visidon despliegan repertorios estereotipados que pueden ir
desde un simple levantamiento de patas hasta complejos movimientos secuenciales de varias

partes de su cuerpo.

Cdpula en araiias

Cuando la hembra acepta el cortejo del macho ocurre la cépula. Durante la cépula, el macho

inserta el bulbo copulador en la abertura genital de la hembra y el esperma es depositado en sus
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receptaculos seminales o espermatecas (Foelix 2011). Segun el disefio de la genitalia de la hembra
las aranas pueden dividirse en hapldginas y enteleginas (Foelix 2011). Las hembras hapldginas
presentan un solo conducto asociado a cada espermateca, por lo que el esperma entra por el
mismo orificio por el que sale para fecundar los dvulos. Se trata de espermatecas "cul de sac"o
ciegas. Por otro lado, las hembras enteleginas tienen dos conductos asociados a cada
espermateca, un conducto copulatorio y un conducto de fecundacién. Las espermatecas en este
caso son de tipo "conduit" (Austad 1984; Uhl 2000; Eberhard 2004; Foelix 2011).

En las arafias haploginas el macho inserta todo el bulbo copulador en la abertura genital de
la hembra, sin embargo en las enteleginas sélo la parte distal del bulbo, denominada émbolo,
entra en el conducto de cdpula. Los machos de las enteleginas presentan una hematodoca
extensible en el drgano palpar que permite su dilatacidon. De esta forma el émbolo es empujado en
el conducto de cépula del epigino de las hembras. Luego del acoplamiento, la hematodoca puede
llegar a su maximo tamano. Esta accion hidraulica también conduce a la ereccion de las espinas de
las patas. En algunas especies, la hematodoca se infla una Unica vez (como en la mayoria de
Araneidae), en otras especies (como en la mayoria Linyphiidae) la hematodoca es pulsada
ritmicamente por varias horas. También existen diferencias en como los machos insertan los
bulbos, en las hapldoginas ambos palpos se insertan simultdneamente, mientras que en las
enteleginas se insertan alternadamente (Foelix 2011).

Austad (1984) observé que la morfologia interna del tracto reproductor femenino podia
influir en los patrones de prioridad espermadtica cuando una hembra se aparea con mads de un
macho. Partiendo de la suposicion de que el esperma se estratifica y no se mezcla en la
espermateca de la hembra, en las aranas hapldginas el esperma del ultimo macho en copular
puede ser el que termine fecundando los o6vulos. Mientras que es de esperar que en las
enteleginas el esperma del primer macho en copular sea el que esté en una condicién mas
favorable (Eberhard 2004). Por lo tanto, es de esperarse que la estrategia de los machos de las
arafias hapldginas sea la de hacer guardia de las hembras justo antes de la puesta de huevos, para
evitar que éstas copulen con otros machos. Mientras que los machos de las especies enteleginas
haran guardia de hembras penultimas para ser los primeros en copular cuando éstas alcancen la
adultez (Austad 1984; Uhl 2000).

En la actualidad se conoce la existencia de desviaciones en los patrones de prioridad

espermatica antes mencionados. Esto se debe a diferencias en la morfologia y funcionamiento de
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las espermatecas, por ejemplo cuando las espermatecas de las arafas enteleginas no funcionan
como “conduit”, en aquellos casos en que los conductos de cdpula y de fecundacidn se encuentran
proximos y por lo tanto desembocan juntos en la espermateca (Elgar 1998). Ademas, el esperma
de los machos puede mezclarse dentro de las espermatecas de las hembras, cambiando el patrén
de prioridad espermatica predicho al suponer que el esperma se estratifica (Useta et al. 2007).
Asimismo, Austad no tuvo en cuenta los procesos que ocurren luego de la copula, la eleccidn
criptica femenina (Thornhill 1983) y la competencia espermdtica (Parker 1970) podrian modificar
los patrones de prioridad espermatica esperados.

Existe una gran diversidad de comportamientos de apareamiento en las arafas y las
variadas posiciones de apareamiento pueden reducirse a tres tipos basicos (Foelix 2011):

-Tipo 1: caracteristico de las aranas Mesothelae, Mygalomorphae y aranas haploginas. El
macho se acerca a la hembra, ésta levanta su cefalotérax, y el macho inserta uno o ambos bulbos
copuladores en la abertura genital de la hembra. Luego la pareja se separa con cautela.

-Tipo 2: muy extendido entre las arafas constructoras de tela. Las arafias se aparean
esencialmente en la misma posicién que en el tipo 1, pero colgados en la tela con la zona ventral
hacia arriba. Los bulbos copuladores del macho se insertan alternadamente en los orificios de
c6pula de la hembra.

-Tipo 3: presente en las arafas errantes como Clubionidae, Lycosidae, Salticidae vy
Thomisidae. El macho se sube al dorso de la hembra y luego gira hacia el lado izquierdo o derecho
de su abdomen. En algunas especies, la hembra se mueve de tal manera que el macho logra
insertar uno de los érganos palpares. En otras especies, la hembra permanece inmovil, y es el

macho quien mueve su abdomen para poder introducir un érgano copulador.

Comportamiento sexual en arafas sociales

Las interacciones sexuales han sido ampliamente estudiadas en arafas solitarias y poco en las
arafias con algun tipo habito social. Esto puede deberse a que en arafias solitarias el cortejo y la
copula son generalmente prolongados y complejos, pueden involucrar regalos nupciales, machos
que copulan mientras las hembras comen y canibalismo sexual (Schneider & Andrade 2011). Por el
contrario, en araias sociales el cortejo de los machos no involucra comportamientos de inhibicién
de la agresividad de las hembras, debido a que éstas presentan habitos tolerantes (Kullman 1972;
Buskirk 1981).
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La mayoria de los estudios realizados en especies de arafias sociales se han basado en
aspectos cooperativos como la construcciéon del nido, la captura de presas y el cuidado de las crias
(Brach 1975; Christenson 1984; Gundermann 1997; Ebert 1998; Jones & Parker 2002; Ghione et al.
2004). También existen importantes estudios sobre los aspectos reproductivos de las arafas
sociales (Lubin 1986; Smith 1997; Erez et al. 2005; Klein et al. 2005; Jones & Parker 2008; Pruitt &
Riechert 2009, 2011; Pruitt et al. 2011; Rojas Buffet & Viera 2016).

Considerando que una de las ventajas de la vida en grupo es aumentar el éxito
reproductivo, el estudio de los mecanismos reproductores es un punto clave para comprender
como ha evolucionado la socialidad en las arafias. Para ello, resulta imprescindible enfocar los
estudios en la comprensién de los mecanismos reproductores presentes en las especies de arafas
subsociales, que son las especies a partir de las cuales derivaron las especies sociales (Avilés 1997;
Agnarsson 2012).

En Uruguay, Anelosimus vierae ha sido sujeto de estudio de varios trabajos de
comportamiento sexual. Estos trabajos se han enfocado en el andlisis de las preferencias de los
machos por cortejar hembras adultas de diferente edad y hembras penultimas, en la descripcion
de los comportamientos agonisticos de los machos para poder acceder a las hembras y en
investigaciones sobre los patrones de prioridad espermatica (Viera & Albo 2003; Albo et al. 2007;
Viera & Albo 2008; Lorieto et al. 2010). Sin embargo, aun sigue siendo necesaria en la literatura
una descripcion detallada del comportamiento de cortejo y cdpula de esta especie. En ese sentido,
el presente capitulo de la tesis tiene como objetivo especifico profundizar en la descripciéon del
comportamiento de cortejo y cépula de la araia subsocial uruguaya A. vierae en condiciones de

laboratorio.

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion y mantenimiento

Se recolectaron nidos de A. vierae durante el mes de junio de 2013 y 2014, a partir de varios

arboles de hoja perenne localizados en el Parque Roddé, Montevideo, Uruguay
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(34°54'48"S, 56°102"W). Los nidos fueron trasladados en bolsas de nailon al bioterio de la Seccién

Entomologia, Facultad de Ciencias, Montevideo, Uruguay.

En el laboratorio, los individuos de cada nido fueron sexados y criados separadamente en
cajas de Petri (4 cm de didmetro y 1.2 cm de alto). Se alimentaron tres veces por semana con
moscas de la fruta (Drosophila spp.) y se les suministro humedad mediante un algodén embebido
en agua. La temperatura y humedad media en condiciones de laboratorio fue de 24.56 °C y

53.60%, respectivamente.

Observaciones

Se colocaron individualmente en placas de Petri (4 cm de diametro y 1.2 cm de alto), hembras
adultas virgenes entre dos y cinco dias post-muda (n=40) (hembras con cuerpo de color marrén
oscuro y exoesqueleto completamente esclerotizado segun Viera & Albo 2008). Después de 24 h
se colocé un macho virgen elegido aleatoriamente, en la tela de la hembra y en el sitio mas alejado
de ella. Se registraron las interacciones durante 2 h, mediante cdmara de video (Sony DCRA-C151,
2.7 Wide Hybrid LCD, Handycam Station Supplied, 12 x optical zoom, 800 x digital zoom). Los
individuos no fueron reutilizados. Se descartaron los ensayos en aquellos casos donde el cortejo no
ocurrid durante los primeros 40 min.

Algunas de las unidades fueron tomadas y re-definidas de los trabajos realizados
previamente en esta especie (Albo et al. 2007; Viera & Albo 2008). Se definieron y describieron
nuevas unidades comportamentales involucradas en el cortejo y la cépula. El cortejo fue
considerado desde la primera unidad de cortejo de alguno de los dos sexos hasta la insercién del
bulbo copulador del macho. La cépula, desde la primera insercion de un bulbo hasta el fin de la
ultima insercion. Por lo que las unidades ocurridas entre el fin de una insercién y el comienzo de
otra, también fueron incluidas dentro de cépula, aunque la pareja se encontrara separada.

Se construyeron matrices de transicién de unidades para cada sexo en cada diada y luego se
calculé la matriz de transicién general para cada sexo (al consolidar todas las matrices) (Anexo,
Tablas 1 a 4). Se construyd un diagrama de flujo para visualizar el grado de asociacion entre las
unidades y se calculd el valor de Z para determinar cuales transiciones ocurren mas
frecuentemente de lo esperado por azar. Los valores de Z > a 1.96 ocurren significativamente mas

frecuente de lo esperado por azar. Observando la matriz general observada y la matriz general
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esperada, Z se calcula como: Z= (valor observado - valor esperado) / raiz cuadrada [valor
esperado* (1 - (valor total de la fila observada / valor total de la matriz observada))* (1 - (valor
total de la columna observada / valor total de la matriz observada))] (Blumstein & Daniel 2007).

Se registraron las latencias, duraciones y frecuencias de los comportamientos. Los videos
fueron analizados con el programa de andlisis de comportamiento JWatcher (Blumstein et al.
2000). Durante la cépula, el nUmero de eyaculaciones se estimé indirectamente contando las
expansiones de la hematodoca de los bulbos palpares de los machos (Robinson & Robinson 1980).

Luego de cada experiencia se midid el ancho del cefalotérax de todos los individuos, una
medida comunmente utilizada para determinar el tamano corporal de las arafias para poder
relacionarlo con las caracteristicas del cortejo y la copula (Eberhard et al. 1998; Foelix 2011).

Una muestra de especimenes utilizados durante las experiencias sera depositada en la

Coleccidn Aracnoldgica de la Seccidon Entomologia, Facultad de Ciencias, Montevideo.

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados con el programa PAST v. 3.11 (Hammer et al. 2003). Se examind
la distribucion normal de los datos utilizando el test Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas
con test de Levene. En los casos con normalidad y homogeneidad de varianzas se aplicé el test
paramétrico de la t de Student; y en caso contrario, se aplicé el test de la U de Mann-Whitney.
Para comparar frecuencias se utilizaron los tests de Fisher (para nimero de datos < a 15) y Chi

cuadrado (para numero de datos > a 15).

RESULTADOS

Las etapas sexuales de A. vierae incluyeron la busqueda de la hembra por parte del macho, cortejo
del macho y de la hembra, respuesta de la hembra al cortejo del macho y viceversa, y la cépula. A
continuacion se describen los comportamientos realizados en cada etapa, con especial énfasis en

el cortejo y la cépula.
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BUsQUEDA

Se consider6 como busqueda la etapa formada por todas las unidades comportamentales
realizadas por el macho una vez introducido en la caja de Petri hasta el cortejo del macho o de la
hembra. La busqueda de las hembras por parte de los machos involucrd las siguientes unidades
comportamentales: desplazamiento con movimientos de extensién y rotacion de patas |,
desplazamiento con movimientos alternados de palpos, acicalamiento de patas |, acicalamiento de
palpos, y colocacidn de hilos de seda. Todas estas unidades alternadas con periodos de quietud. La

busqueda tuvo una duracién total de 3.14 + 6.38 min (media  desvio estandar) (n=34).

CORTEJO

En 34 parejas alguno de los dos sexos cortejo, mientras que en seis casos no hubo cortejo dentro
de los primeros 40 min de observacion, por lo que estas parejas fueron desechadas. La latencia del
cortejo fue de 3.14 + 6.38 min. El cortejo comienza cuando los machos detectan a las hembras. En
su mayoria (n=30), fueron los machos los que comenzaron el cortejo. El cortejo tuvo una duracién
promedio total de 34.13 * 32.94 min (rango= 1.52 - 112.25 min). En total se observaron 12
unidades comportamentales, nueve de las cuales fueron realizadas tanto por los machos como por
las hembras. Dos sdélo fueron realizadas por los machos: Vibracion abdominal e Intento de
insercion; mientras que una unidad fue exclusiva de las hembras, Extension de una pata (Tabla
1.1).

Cuando los machos se acercan a las hembras, éstas se desplazan, acercandose o alejandose
de ellos. En cualquiera de los dos casos, los machos permanecen inmdviles y luego comienzan a
tensar hilos de seda con las patas anteriores. Las hembras receptivas responden al cortejo de los
machos, se acercan y realizan tensién de hilos en direccidon a ellos. Luego, machos y hembras
extienden patas y palpos, y las hembras adoptan la postura receptiva (zona ventral hacia arriba y
eje del cuerpo inclinado aproximadamente 45°). En esta posicién los machos tocan con las patas
anteriores a las hembras hasta llegar a la zona del epigino, donde realizan varios intentos de
insercion con ambos palpos de forma alternada. Cuando las hembras tardan en responder
receptivamente al cortejo de los machos, en estos casos las hembras se alejan de los machos y

colocan hilos, se desplazan, acicalan sus patas y palpos, y/o permanecen quietas (Fig. 1.1).
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Las unidades comportamentales del cortejo mds frecuentes en los machos fueron: Tension
de hilos (25.03 + 26.38 veces/individuo), Quietud (24.03 * 22.04 veces/individuo), Desplazamiento
(15.50 + 12.94 veces/individuo) y Colocacion hilos (14.68 + 14.92 veces/individuo). Mientras que
en las hembras: Quietud (23.47 + 22.51 veces/individuo), Desplazamiento (13.44 + 15.51
veces/individuo), Alejamiento (7.94 + 8.84 veces/individuo) y Extension de patas y palpos (6.91 +
10.30 veces/individuo). La unidad comportamental de mayor duracion fue Quietud para ambos
sexos (3= 22.10 + 24.24 min; $=26.90 + 27.73 min), seguida de Colocacién hilos (5.12 + 6.09 min)
para el macho, y Desplazamiento (2.62 £ 3.18 min) para la hembra (Fig. 1.2).

Al investigar la influencia del tamafio (ancho del cefalotérax) de los machos y de las
hembras sobre la duracidon del cortejo, no se encontrd relacidén significativa para los machos
(r=0.19, F=1.22, p=0.28), pero si se encontré una correlacion significativa inversa para las hembras
(r=-0.37, F=5.20, p=0.03); la duracion del cortejo fue menor en parejas con hembras mds grandes.
Ademas, se encontrd una correlacidn significativa inversa entre el tamafio de las hembras y la
latencia de cortejo de ellas (r=-0.39 F=5.78, p=0.02); hembras mas grandes tienen una latencia de
cortejo menor. También, se encontrd una correlacion significativa inversa entre el tamafo de las
hembras y la latencia a adoptar la postura receptiva (r=-0.38, F=5.60, p=0.02); hembras mas

grandes adoptan la postura receptiva mas rapidamente.
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Tabla 1.1. Descripcion de las unidades comportamentales del cortejo y la cdpula de A. vierae. Se indica quién realiza cada unidad, si el macho (&), la hembra (%) o ambos
(3'y @), para cada especie. PD: palpo derecho; PI: palpo izquierdo. Con asterisco se sefialan las unidades definidas previamente por Albo et al. 2007 y Viera & Albo 2008.

Etapa Unidad comportamental Descripcion Quién lo realiza
Vibracién abdominal* Oscilaciones verticales del abdomen 48
Intento de insercidn Raspa repetidas veces sobre el epigino de la hembra con alguno de sus drganos copuladores 3
Extension de una pata En quietud, extiende y rota una de las patas Q
Tensidn de hilos* Tensidn y liberacién de hilos de seda con pata |, Il y 11l dyQ
Toqueteo* Con patas anteriores toca a la pareja dyQ

P — Extension de palpos y patas* Extension de palpos y patas anteriores en direccidn a la pareja dyQ
Quietud Ausencia de movimiento 3yQ
Alejamiento Camina en direccidn opuesta a la pareja 3yQ
Acercamiento Camina en direccidén a la pareja 3yQ
Desplazamiento* Se desplaza moviendo alternadamente palpos y colocando de vez en cuando uno de ellos en los queliceros 3yQ
Colocacion de hilos de seda Avanza y coloca hilos de seda 3yQ
Acicalamiento de patas y/o palpos Lleva alguna de sus patas o palpos hacia los queliceros 3yQ
Insercion de palpo izquierdo Inserta el drgano copulador izquierdo en el orificio genital derecho de la hembra a
Insercidn de palpo derecho Inserta el drgano copulador derecho en el orificio genital izquierdo de la hembra a
Intento de insercién PI Raspa repetidas veces sobre el epigino de la hembra con el érgano copulador izquierdo a
Intento de insercién PD Raspa repetidas veces sobre el epigino de la hembra con el érgano copulador derecho a
Trenes de vibracion de abdomen Movimientos del abdomen hacia arriba y abajo, acompafado en algunos casos de sacudidas de patas IV a
Toqueteo en cépula Toca con patas anteriores a la hembra con uno de sus érganos copuladores insertado a
Retiro de palpo izquierdo Retira el érgano copulador izquierdo del orificio genital de la hembra a
Retiro de palpo derecho Retira el érgano copulador derecho del orificio genital de la hembra a
Acicalamiento de palpos Lleva alguno de sus palpos hacia los queliceros a
Giro* Gira todo su cuerpo Q

COPULA Movimiento abdominal Movimiento del abdomen hacia abajo cuando macho deja de eyacular Q
Toqueteo Con patas anteriores toca a la pareja 3yQ
Cortejo Realiza unidades de cortejo: vibracién abdominal o tension de hilos J; extensién de una pata o tension de hilos @ 3yQ
Separacién Retrocede en direccion contraria a la pareja 3yQ
Extension de palpos y patas Extension de palpos y patas anteriores en direccion a la pareja 3yQ
Quietud en copula Quietud mientras el macho permanece con su érgano palpar inserto en el orificio de la hembra 3yQ
Quietud Ausencia de movimiento 3yQ
Alejamiento Camina en direccién opuesta a la pareja 3yQ
Acercamiento Camina en direccién a la pareja 3yQ
Desplazamiento Desplazamiento sobre la seda 3yQ
Coloca hilos de seda Avanza y coloca hilos de seda 3yQ

24



:IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII: :Illllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll:
. | W I . . .
. Q . Acicalamiento 3
: Alejamiento | P de patas y/o .
: & P Extension palpos o * ;
| 3 Togueteo (- patasy palpos e *| Alejamiento :
L Desplazamiento * N* . A4 / .
. > * . .
L o Colocacionde . /. 8 Colocaciénde 6 .
3 hilos F hil :
. * o ilos ]
: v st —— :
- * ) - * :
E * Extension - " _ 1
: patasypalpos B Toqueteo Desplazamiento :
: = * :
: * * * A R L / . :
: Acicalamiento P Quietud :
L de patas y/o > Quietud * E . / \A ]
: al <— il A ‘-\ :
. Bapos A o . Intento de * ¥ ]
: * Acercamiento P insercion Acercamiento ]
: P * - :
x|V ol *
Extension de Tensionde | * : Insercion Vibracion | 4 Tensionde [ ¥]
. una pata hilos E . palpar abdominal  [e——— hilos 3
E — o A :
: | P ]
: Quietud <— : Quietud .
—> 20-40% === 61-80% ; 1 o O" ]
—> 41-60% 9 81-100% - :

LA R R R R RRERERERERERERRERRERRERRRRERRERRERRERNERRERRRRRNERRR] ~"""'""""'""'""'""""'""'""""'""'""""""""""""’

Figura 1.1. Diagrama de flujo del cortejo en A. vierae. En el recuadro naranja se representan las unidades realizadas por las hembras y en el celeste por los machos. El
grosor de las flechas indica la probabilidad de transicién de una unidad a la siguiente. Solo se representan las probabilidades mayores o iguales a 20% para las transiciones
intra-sexuales y las mayores o iguales a 25% para las transiciones inter-sexuales. Los asteriscos indican las transiciones que ocurren con mayor frecuencia de lo esperado
por azar (con valores de Z > 1.96).
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Figura 1.2. (A) Frecuencia y (B) duracion de cada unidad comportamental involucrada en el cortejo de machos y
hembras de A. vierae. Se representa la media y el desvio estandar de los valores.
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CoPULA

En todos los casos en los que ocurrié cortejo, ocurrid la cépula (n=34). La latencia de la cépula fue
de 37.64 £ 33.02 min y la duracidn total fue 77.24 + 30.44 min (rango= 26.16 - 188.08 min). La
copula ocurrid en la tela de la hembras en el sitio de refugio de estas o muy cercano a este (sitio
dénde se encontraban las hembras antes de colocar al macho). En total se observaron 21 unidades
comportamentales, diez de las cuales fueron realizadas tanto por los machos como por las
hembras. Nueve fueron realizadas exclusivamente por los machos: Acicalamiento de palpos,
Intento de insercion de palpo izquierdo, Intento de insercion de palpo derecho, Insercion de palpo
izquierdo, Insercion de palpo derecho, Trenes de vibracion abdominal, Toqueteo en copula, Retiro
de palpo izquierdo y Retiro de palpo derecho. No se observé una preferencia de los machos por
insertar uno u otro palpo en primer lugar, 21 machos insertaron el palpo derecho en primera
instancia, mientras que 13 insertaron el palpo izquierdo (Test de Fisher, p= 0.139). Dos unidades
fueron realizadas exclusivamente por las hembras: Movimiento abdominal y Giro (Tabla 1.1).

En resumen, una vez que la hembra acepta el cortejo y adopta la postura copulatoria, el
macho realiza intentos de insercidn, tamborileando con los bulbos copuladores sobre el epigino de
la hembra, hasta insertar; luego realiza multiples eyaculaciones con ese bulbo (Fig. 1.3).
Posteriormente la pareja se separa y el macho inserta el otro bulbo copulador, con el que también
eyacula repetidas veces. Las inserciones fueron contralaterales, es decir, el bulbo derecho se
inserta en el orificio genital izquierdo de la hembra, y el izquierdo en el orificio derecho. Este
escenario ocurrido en 19 parejas y a partir de aqui sera denominado como "cépulas precisas"
debido a que los machos realizaron pocos intentos de insercién previos a insertar los érganos

copuladores.
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Figura 1.3. Cépula de A. vierae. En (A) y (B) se observa insertado el 6rgano copulador derecho del macho. Las flechas
sefialan la hinchazdn de la hematodoca de dicho bulbo. Izquierda: macho; derecha: hembra. Fotos: Carolina Rojas.

En contraposicién, tres situaciones fueron consideradas "cdpulas poco precisas" (n=15):
cuando 1) el macho inserta dos o mas veces un palpo y el otro lo inserta una sola vez (n=8); 2)
inserta dos o mds veces ambos palpos (n=5); 3) sélo inserta uno de los palpos (n=2). En las tres
situaciones los machos realizaron varios intentos de insercion previos a la introduccién de uno de
los érganos copuladores. En la figura 1.4 se detalla el diagrama de flujo general (cépulas precisas y
poco precisas) de la cépula de A. vierae.

Tanto en las cépulas "precisas" como en las "poco precisas", la unidad comportamental de
mayor duracion para ambos sexos fue Quietud en cdpula. Las unidades comportamentales mas
frecuentes en los machos fueron Quietud en copula y Trenes de vibracion abdominal en las cépulas
precisas; mientras que Quietud y Cortejo fueron las unidades mas frecuentes en copulas "poco
precisas". Al comparar la frecuencia y el tiempo de todas las unidades comportamentales para las
cOpulas "precisas" y "poco precisas”, se encontré que existen diferencias significativas en la

mayoria de las unidades tanto para machos como para hembras (Figs. 1.5y 1.6).
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Figura 1.4. Diagrama de flujo de la cépula de A. vierae. En el recuadro naranja se representan las unidades realizadas por las hembras y en el celeste por los machos. El
grosor de las flechas indica la probabilidad de transicién de una unidad a la siguiente. Solo se representan las probabilidades mayores o iguales a 25% para las transiciones
intra-sexuales y las mayores o iguales a 30% para las transiciones inter-sexuales. Los asteriscos indican las transiciones que ocurren con mayor frecuencia de lo esperado
por azar (con valores de Z > 1.96).
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Figura 1.5. Comparaciones (test U de Mann Whitney) de la frecuencia (A) y duracion (B) de cada unidad
comportamental realizada por los machos en las cépulas "precisas" y "poco precisas" de A. vierae. Se representa la
media y el desvio estandar de los valores. Con asteriscos se muestran las diferencias significativas: ***= p<0.001; **=
p<0.01; *= p<0.05.
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Figura 1.6. Comparaciones (test U de Mann Whitney) de la frecuencia (A) y duraciéon (B) de cada unidad
comportamental realizada por las hembras en las cépulas "precisas" y "poco precisas" de A. vierae. Se representa la
media y el desvio estandar de los valores. Con asteriscos se muestran las diferencias significativas: ***=p<0.001; **=
p<0.01; *= p<0.05.
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En los machos que realizaron cépulas "precisas” el patron de expansiones de la hematodoca
(eyaculaciones) fue similar en ambos bulbos copuladores (n=5). El nimero de eyaculaciones
durante los primeros minutos fue relativamente bajo, luego aumentd y se mantuvo constante la
mayor parte del tiempo de la cdpula, hasta que decayd drasticamente poco antes de que el macho
retirara su 6rgano copulador del orificio de la hembra (Fig. 1.7). En las cdpulas "poco precisas"
analizadas (n=5) no se encontrd un patrén estereotipado de eyaculaciones durante las inserciones.
Por ejemplo, algunas de las inserciones tuvieron patrones similares al mencionado antes, pero
sucedid que los mismos machos al realizar otra insercidn presentaron un nimero de eyaculaciones
menor. El nimero total de eyaculaciones fue significativamente mayor en los machos que
realizaron cdpulas "precisas". No se encontraron diferencias en la media del nimero de

eyaculaciones por minuto entre ambos tipos de cdpulas (Tabla 1.2).
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N° de expansiones de la hematodoca

Minuto

Figura 1.7. Nimero de expansiones de la hematodoca (eyaculaciones) del bulbo de cinco machos durante cada
minuto de la cépula. Cada color representa un macho diferente durante la insercidon del primer bulbo (A) y del
segundo bulbo (B).

Para dar cuenta de los dos tipos de cépulas ("precisas" y "poco precisas") se compararon
diferentes variables. Por una lado, no se encontraron diferencias significativas en los tamafios
corporales (ancho de cefalotdrax) de los machos ni de las hembras que realizaron uno u otro tipo
de coépula (t de Student: t= 1.14, p= 0.26; U= 133, p= 0.77; respectivamente). El tamafio de los
machos que realizaron cépulas "precisas" fue de 1.03 + 0.05 mm y el de las hembras 1.04 + 0.05. El
tamano de los machos que realizaron cépulas "poco precisas" fue de 1.01 + 0.06 mm y el de las
hembras 0.97 + 0,25 mm. Tampoco se encontraron diferencias entre el tamano de los machos
respecto al de las hembras para cada tipo de cépula (cdpulas "precisas": t de Student: t= 0.55; p=
0.59; cépulas "poco precisas": W=70; p=0.60). En la tabla 1.2 se detallan algunas comparaciones de

diferentes caracteristicas del cortejo y la cépula entre copulas "precisas" y "poco precisas".
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Tabla 1.2. Comparaciones de las caracteristicas generales del cortejo y de la copula entre las cépulas "precisas" y
"poco precisas". El nimero de eyaculaciones fue cuantificado en 5 machos de cada tipo de cépula. Los datos se
muestran como la media y el desvio estandar. Los asteriscos sefialan las diferencias significativas.

Cépulas "precisas" Cépulas "poco precisas" Estadistica

Latencia del cortejo (min) 4.24 + 8.36 1.74 +1.52 U=138; p=0.889
Duracion del cortejo (min) 26.32 +25.73 44.02 + 38.97 U=98; p=0.127
Latencia de la cépula (min) 31.80+27.33 45.03 +38.79 U=111; p=0.283
Duracion de la cépula (min) 86.75 £ 32.04 65.20 + 24.22 U=96; p=0.111
N° de intentos de insercién 1.65+1.55 13.50 +21.46 U= 163; p= 1.2x107*
N° de inserciones 2 7.27£7.03 U=38; p=7.07E-5*
N® de trenes de vibracion 67.16 + 51.24 13.53 + 15.41 U=37; p=0.0003*

abdominal (macho)

N° total de eyaculaciones

N° eyaculaciones/min

2780.6 + 591.28

36.03 + 22.04

1870.6 £422.15

26.89 + 20.49

t=-2.80; p=0.023*
t=1.54; p=0.162

Las inserciones palpares pueden ser finalizadas tanto por las hembras como por los machos.
En 13 casos fueron las hembras las que finalizaron todas las inserciones ("precisas"= 5; "poco
precisas"=8), en nueve casos fueron los machos ("precisas"= 7; "poco precisas"=2); y en 12 casos
tanto el macho como la hembra dieron fin a alguna de las inserciones ("precisas"=7; "poco
precisas"=5).

El fin de la cépula, entendido cuando uno de los dos sexos interrumpe la ultima insercion,
fue realizado en 19 casos por la hembra y en 15 por el macho. Al discriminar por tipo de cépula,
ocho hembras finalizaron cépulas "precisas" mientras que once finalizaron cdépulas "poco
precisas"; once machos finalizaron cépulas "precisas" y cuatro finalizaron cépulas "poco precisas".
No se encontraron diferencias significativas en cuanto al sexo que dio por finalizado el
apareamiento teniendo en cuenta ambos tipos de cépula (Test de Fisher; p=0.092). Cuando la
copula fue finalizada por los machos, éstos simplemente retiraron voluntariamente su bulbo del
orificio genital de la hembra, mientras que la finalizaciéon por parte de las hembras implicé un giro
en sentido anti-horario (n=11) u horario (n=8) de su cuerpo. No se encontré relaciéon entre el
sentido del giro y el bulbo que estaba insertado, seis hembras giraron su cuerpo en sentido horario
al tener el bulbo izquierdo en su orificio genital, mientras que dos lo hicieron al tener el derecho.
Cinco hembras giraron su cuerpo en sentido anti-horario cuando el bulbo izquierdo estaba
insertado, mientras que seis hembras lo hicieron cuando el bulbo derecho lo estaba (Test de
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Fisher; p=0.352). El numero promedio de giros necesarios para que las hembras des-inserten el
bulbo copulador del macho fue de 1.16 + 0.70 giros. En algunos casos el giro de las hembras fue
abrupto, pero al examinar los bulbos copuladores bajo lupa estereoscdpica, no se observaron
dafios. En todos los casos en que la hembra finalizé la cépula se observé que previo al giro, la
hematodoca del bulbo copulador se encontraba en reposo (el macho no estaba eyaculando). No se
encontraron diferencias significativas entre la duracion de la cépula de aquellas parejas donde la
hembra o el macho finalizé la misma (U=139; p=0.917).

Al investigar la influencia del ancho del cefalotérax de los machos y de las hembras sobre la
duracion de la copula, no se encontrd relacion significativa entre las variables (r=0.33, F=3.93,
p=0.056; r=0.08, F=0.23, p=0.63). Tampoco se encontrd relacién entre la duracién del cortejo y la
duracion de la copula (r=0.205; F=1.398; p=0.246); ni entre la frecuencia de trenes de vibracién

abdominal de los machos en cépula y la duracidn de la cépula (r=0.268; F=2.483; p=0.125).

DISCUSION

De forma generalizada el cortejo de A. vierae coincide con el nivel 2 observado en especies de
aranas de tela, donde el cortejo de los machos se desencadena al entrar en contacto con la tela de
la hembra, principalmente debido a las feromonas sexuales femeninas de contacto alli depositadas
previamente (Foelix 2011; Schneider & Andrade 2011). Las feromonas de contacto han sido
descritas y evidenciadas en varios teridios (Anava & Lubin 1993; Stoltz et al. 2007; Pruitt & Riechert
2009; Scott et al. 2015). Por ejemplo, los machos de A. studiosus se ven atraidos por las hembras al
entrar en contacto con la feromonas previamente colocadas en los hilos de seda que llevan hacia
ellas (Pruitt & Riechert 2009). A pesar de que esto no fue comprobado experimentalmente, en este
estudio pudo ser evidenciado indirectamente al observar que los machos no requieren del
contacto fisico con las hembras para comenzar a cortejarlas. Se observé que durante el cortejo los
machos realizan caminatas y pequefios toques con los palpos sobre la tela de la hembra. Los
machos de A. vierae podrian estar detectando las feromonas femeninas debido a que los
quimiorreceptores que detectan las feromonas sexuales en los machos de las arafias se
encuentran en los palpos y/o en las patas delanteras (Gaskett 2007; Foelix 2011). Por otra parte,

Cayafa et al. (2011) en un trabajo realizado en esta misma especie, sugiere la presencia de
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feromonas sexuales volatiles liberadas por las hembras. Por lo que, antes de entrar en contacto
con la tela de la hembra, los machos podrian detectarlas al percibir estas feromonas.

A pesar de que en la mayoria de los casos fueron los machos quienes comenzaron a
cortejar, las hembras no resultaron ser pasivas durante el encuentro. Ellas también cortejaron e
indicaron su receptividad acercandose y realizando extension de patas y palpos hacia ellos. La
unidad comportamental mas utilizada durante el cortejo de los machos fue tensién de hilos con
patas anteriores. Los machos al tensar los hilos de seda estarian presentandose como individuos
de su misma especie y/o estarian estimulando a las hembras para que ocurra la cépula (Schneider
& Andrade 2011). Este mecanismo de produccién de sefales vibratorias, es un componente
importante durante el cortejo de muchas aranas de tela (Lubin 1986; Forster 1995; Andrade 1996;
Eberhard & Huber 1998; Andrade & Banta 2002; Maklakov et al. 2004).

Una de las unidades comportamentales de mayor duracion y frecuencia durante el cortejo
de los machos fue la colocacion de hilos de seda. Esta estrategia también es utilizada por los
machos de la araiia social Achaearanea wau (Theridiidae), donde pueden o no construir una arena
de apareamiento antes de cortejar (Lubin 1986). Sin embargo, en A. vierae no se encontré una
relacion entre el lugar donde los machos colocaron los hilos y el sitio donde ocurre la cépula
(refugio de la hembra), por tanto, el territorialismo o arena sexual del macho no estaria presente.

Los machos de Achaearanea wau (y de otras especies de la familia Theridiidae como las del
género Latrodectous: Anava & Lubin 1993) suelen cortar segmentos de la tela de las hembras
(Lubin 1986). Este comportamiento ha sido interpretado como un mecanismo de los machos para
evitar ser atacados y canibalizados por las hembras (Robinson & Robinson 1980) o como una
forma de reducir la atraccidon de futuros rivales, al dafar la tela de la hembra que contiene
feromonas atrayentes (Anava & Lubin 1993; Forster 1995; Rovner 1968; Watson 1996; Scott et al.
2012). A pesar de que los machos de A. vierae no cortaron segmentos de tela de la hembra,
colocar hilos de seda sobre los hilos de las hembras podria de alguna forma enmascarar las
feromonas alli depositadas. Esta mezcla quimica podria confundir a otros machos y beneficiaria al
que llegue primero.

La duracién del cortejo en las arafias resulta variable no solo entre taxones sino también
dentro de una misma especie (Schneider & Andrade 2011). La duracion del cortejo de los machos
en A. vierae resultd ser muy variable. Diversos son los factores que pueden determinar diferencias

en la inversién del cortejo de los machos (Schneider & Andrade 2011). Se observé que la duracién
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del cortejo de los machos ante hembras de mayor tamafio fue menor que ante hembras mas
pequeiias. Se espera que las decisiones de los machos dependan de las caracteristicas de las
hembras que se correlacionan con su potencial éxito reproductivo, como por ejemplo el tamafio
corporal (Hoefler 2008); en artréopodos generalmente el tamafio de puesta aumenta junto con el
tamano corporal de las hembras (Figueira & Vsconcellos-Neto 1992; Marshall & Gittleman 1994;
Simpson 1995; Jann & Ward 1999; Gonzaga & Vasconcellos-Neto 2001; Fox & Czesak 2000; Skow &
Jakob 2003). Relacionado a esto, se observé que las hembras de A. vierae de mayor tamano
tuvieron una latencia de cortejo menor y adoptaron la posicion copulatoria mas rapidamente.

La posicion de apareamiento en A. vierae coincide con el tipo 2, entre las arafas de tela
(Foelix 2011). Macho y hembra cuelgan de la tela y los érganos copuladores del macho se insertan
alternadamente en los orificios de la hembra. En muchas experiencias los machos de A. vierae
tuvieron dificultad para insertar sus érganos copuladores una vez que las hembras adoptaron la
postura receptiva. Esto podria ocurrir debido a la falta de d6rganos sensoriales en el bulbo
copulador (Foelix 2011). Sin embargo, Lipke et al. (2015) hallaron la primera evidencia de neuronas
en el bulbo copulador de la arafia Hickmania troglodytes (Higgins & Petterd 1883). Por lo tanto,
seria interesante determinar la existencia de neuronas en el bulbo de A. vierae para descartar que
la dificultad de insercién se deba a la ausencia de ellas. Adicionalmente es posible que estos
repetidos intentos de insercién proporcionen un estimulo para las hembras (Eberhard & Huber
1998). Irregularidades durante la cépula de la araiia lobo Schizocosa malitiosa (Tullgren 1905) se
asocian a que las hembras recopulen con otros machos (Gonzalez & Costa 2008). Seria interesante
evaluar si las hembras de A. vierae son mas favorables a recopular con otros machos luego de
haber copulado con machos que tuvieron dificultad en insertar sus bulbos.

En cuanto a la duracidn de la cépula, no se encontrd ninguna relaciéon con las variables
utilizadas: tamafio de machos y hembras, duracion del cortejo y trenes de vibracién abdominal que
los machos realizan ritmicamente (posible cortejo copulatorio, ver discusion mds abajo). Por lo
tanto, otras variables estarian determinando la variacion en la duracién de la cépula, como por
ejemplo la condicion de los machos. Los machos de la araina Hogna helluo (Lycosidae) con pobre
condicién corporal realizan cépulas mas prolongadas ya que las probabilidades de sobrevivir para
encontrar y copular con otras hembras son bajas (Wilder & Rypstra 2007). Ademds, como se

observé en los resultados, las hembras de A. vierae también deciden sobre el fin de la cépulay, por
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lo tanto, estarian definiendo la duracion de la misma. A futuro, seria determinante evaluar otras
variables que afectan la duracién de la cépula en A. vierae.

Es importante destacar que se distinguieron por primera vez, dos tipos de cdpulas en A.
vierae. Las copulas "precisas", que implicaron pocos intentos de insercién y como consecuencia un
total de dos inserciones, una con cada bulbo. Y, por otra parte, las "poco precisas", que implicaron
significativamente mas intentos de insercion y como consecuencia multiples inserciones o solo
una. Es probable que estos dos patrones de apareamiento observados se deban a las altas
frecuencias de fallas para insertar los bulbos. Como es comun en las arafias enteleginas, los
machos de A. vierae insertaron un palpo primero y luego el otro de forma contralateral, y no
ambos al mismo tiempo como ocurre en las haploginas (Foelix 2011). Los machos al insertar los
bulbos realizaron repetidas expansiones de la hematodoca de forma ritmica durante toda la
insercion, lo que facilitd contar las eyaculaciones. A pesar de no haber encontrado diferencias en
el tiempo total de apareamiento entre ambos tipos de cdpulas, se encontraron diferencias
significativas en el numero total de eyaculaciones. Los machos que realizaron cdpulas "precisas"
realizaron mds eyaculaciones que los que realizaron cépulas "poco precisas". Esto puede deberse
al patrén observado de eyaculaciones durante cada insercidén. Los machos que realizan cépulas
"precisas" insertan uno u otro bulbo y les lleva determinado tiempo alcanzar determinado nimero
constante de eyaculaciones. Mientras que los machos de copulas "poco precisas" presentan
inserciones que duran menos de los que les lleva llegar a ese numero.

En muchas especies el comportamiento del macho durante la cdpula puede ser considerado
un indicativo de si existe eleccién criptica femenina (Eberhard 1994). El cortejo copulatorio es una
forma de cortejo que ocurre luego de iniciada la copula y ha sido documentado en numerosos
insectos y aracnidos (Eberhard 1994, 2001). Al igual que el cortejo antes de la cdpula, su funcion es
inducir respuestas en las hembras que favorezcan la paternidad de los machos (Eberhard 1994). En
A. vierae se observé que luego de la insercion palpar, los machos realizan movimientos
abdominales y al mismo tiempo en algunos casos sacudidas de patas IV. Estos movimientos pasan
la prueba de los criterios, que de acuerdo con Eberhard (1991), debe sortear un comportamiento
para ser considerado cortejo copulatorio: ocurrid repetidas veces en un misma cdpula y en otras
cOpulas; al parecer es apropiado para estimular a la hembra; aparentemente no se trata de un
comportamiento que el macho realice para mantenerse acoplado a la hembra; no tendria otra

funcidn; son movimientos realizados por el abdomen y las patas IV, y no por la genitalia, por lo que
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se descarta que sean movimientos que estén relacionados con la transferencia de esperma per se;
y finalmente, no se trata de un comportamiento que sea utilizado por los machos para evitar el
canibalismo luego de la cépula. Ademas, de las diferencias encontradas en cuanto a intento de
inserciones palpares y numero de eyaculaciones, también se evidenciaron diferencias significativas
en cuanto al cortejo copulatorio en machos con cépulas "precisas" y "poco precisas". Los machos
en coOpulas "precisas" realizaron con mayor frecuencia trenes de vibracion abdominal en
comparacion con los machos en cdpulas "poco precisas". Para saber si existe eleccidon criptica
femenina se deberia indagar en la posible relacidn entre estos comportamientos y la aceptacion a
recopulas de las hembras y la paternidad de los machos. En otros teridios se ha investigado la
existencia de eleccidon criptica femenina, principalmente este tipo de seleccidon sexual ha sido
ampliamente estudiado en varias especies del género Latrodectus Walckenaer, 1805, que se
encuentran ampliamente distribuidas y que muestran varios sistemas de apareamiento que
dependen de variables ecolégicas y sociales (Andrade & Macleod 2015).

Durante el encuentro no hubo canibalismo sexual. Esto es esperable ya que las hembras de
las aranas sociales tienen habitos tolerantes (Kullman 1972; Buskirk 1981). En su congénere
norteamericano, A. studiosus, existe polimorfismo comportamental con formas sociales y
asociales. Las hembras asociales atacan con mayor probabilidad a los machos durante el
apareamiento, mientras que las sociales son tolerantes y no presentan agresividad hacia los
machos (Pruitt & Riechert 2009; Pruitt et al. 2008). No se observé polimorfismo comportamental o
diferentes personalidades en A. vierae, todas las hembras fueron tolerantes y no hubo agresividad
hacia los machos.

El fin de la cépula ocurrié tanto por los machos como por las hembras. Resulta interesante
que al momento de finalizar la cépula por parte de la hembra coincida con que el macho deja de
mover la hematodoca del bulbo copulador. Esto implicaria que las hembras son capaces de
percibir las eyaculaciones de los machos. El émbolo del bulbo copulador de A. vierae tiene forma
de espiral y termina en una bifurcacién estriada (Agnarsson 2012). El comportamiento de giro de
las hembras al finalizar la cdpula seria coherente con esta morfologia en espiral del émbolo.

En este capitulo se describieron en detalle el cortejo y la cdpula de A. vierae. En general, el
cortejo implicd sefales vibratorias simples y duraciones totales muy variables. Los dos tipos de
copula encontrados resultaron bastante llamativos. Este escenario abre nuevas puertas de

investigacidon en cuanto a cudles podrian ser las causas y las consecuencias de realizar una u otra
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copula. En relacién a ello, surgen diversas preguntas, como por ejemplo: élas cépulas "poco
precisas" son simplemente fallas en los intentos de insercion del érgano copulador de los
machos?; ése trata de otra tactica reproductiva de los machos?; éexisten diferencias en el éxito
reproductivo de los machos que realizan uno u otro tipo de cdpula? Futuros estudios estaran

abocados a responder estas y otras preguntas que puedan surgir.
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CapPiTuLO I

Induccion espermatica en

Anelosimus vierae

A partir de este capitulo surgieron las siguientes publicaciones:

Rojas Buffet, C. & Viera, C. 2016. Loading the male pedipalps: sperm induction in a
subsocial spider. Journal of Arachnology, 44: 96-98 (Anexo).

Rojas Buffet, C. & Viera, C. 2015. Reproductive behaviour in the Uruguayan subsocial
spider Anelosimus vierae: a review. Boletin de la Sociedad Zooldgica del Uruguay, 24(2):
206-216. Esta publicacion incluye datos de este capitulo en una revision de cardacter
general. (Anexo).




MARCO TEORICO

Todas las arafias presentan una caracteristica Unica que consiste en la falta de conexién entre los
bulbos copuladores de los machos y sus glandulas sexuales. Como consecuencia, antes de que los
machos vayan en busca de hembras para aparearse, deben cargar sus bulbos con esperma. Los
machos construyen una tela, la tela espermatica, donde depositan una gota de esperma desde su
gonoporo, y luego cargan con semen los bulbos copuladores (Foelix 2011).

En la mayoria de las arafias araneomorfas la tela espermatica es una pequefa estructura
que puede estar reducida a un solo hilo (como en Scytodes). Puede consistir también de diferentes
hilos con forma triangular o trapezoidal (por ejemplo, Tetragnatha y Theridion, respectivamente),
donde el proceso de induccién lleva poco tiempo. Por otro lado, las arafias de la familia
Theraphosidae (Mygalomorphae) y la araneomorfa Kukulcania hibernalis, construyen telas
espermaticas relativamente grandes, y todo el proceso de induccién puede tardar varias horas, por
lo tanto, en general son mas faciles de observar (Costa & Pérez-Miles 2002; Barrantes & Ramirez
2013).

A pesar de que el proceso de induccidon espermatica es comun, existe escasa literatura y los
reportes varian desde sencillas descripciones de las telas espermadticas (Dominguez & Jiménez
2005), observaciones parciales del proceso de induccidn (Fraser 1987), hasta Unicas observaciones
del proceso entero (Levi 1967; Jackson & Macnab 1991). Son necesarias descripciones profundas y
rigurosas del proceso de induccidon para comparar entre las diferentes especies, y asi aumentar el
conocimiento de este importante proceso.

Durante observaciones del cortejo y la cépula de A. vierae, registramos machos realizando
el proceso de induccion espermatica luego de la cépula. El objetivo de este capitulo es describir
bajo condiciones de laboratorio, el proceso de induccidon espermdtica en A. vierae, incluyendo la
construccion de la tela espermatica, la emergencia de la gota de esperma vy el proceso de carga de

los bulbos copuladores con esperma.
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MATERIALES Y METODOS

Recoleccidon y mantenimiento

La metodologia utilizada en la recoleccién y mantenimiento de los individuos fue la misma

utilizada en el capitulo I.

Observaciones

Se colocaron individualmente en placas de Petri (4 cm de didmetro y 1.2 cm de alto), hembras
adultas virgenes de dos dias post-muda (n=30). Después de 24 h se colocd un macho virgen elegido
aleatoriamente, en la tela de la hembra y en el sitio mas alejado de ella. Se registraron las
interacciones durante un periodo maximo de 2 h, mediante cdmara de video (Sony DCRA-C151,
2.7 Wide Hybrid LCD, Handycam Station Supplied, 12 x optical zoom, 800 x digital zoom). La
experiencia era finalizada si al cabo de los primeros 15 min ninguno de los individuos realizaba
algun comportamiento sexual o si la copula no ocurria durante los primeros 30 min. Cada individuo
fue utilizado una unica vez.

Se describieron las unidades de la construccion de la tela espermatica, la emergencia de la
gota de esperma y la induccidon espermatica. Se registraron las duraciones y frecuencias de cada
unidad. La tela espermatica fue fotografiada y el area de la misma fue medida usando el programa

de procesamiento y andlisis de imagenes Image) (Java software).

Una muestra representativa de los especimenes serdan depositados en la Coleccion

Aracnoldgica de la Seccion Entomologia, Facultad de Ciencias, Montevideo.

RESULTADOS

Veintiocho de 30 experiencias resultaron en cépula. En 22, los machos realizaron induccién
espermatica luego de copular. La latencia de la induccion espermatica luego de la cépula fue de

22.33 £ 7.10 min. Ningun macho realizé induccion espermatica antes de la cépula.
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Los machos, quienes se encontraban suspendidos con la zona ventral hacia arriba en la tela
de la hembra, construyeron un andamiaje de la tela espermatica que consistié en dos hilos de seda
casi paralelos conectados a la tela de la hembra. Cada uno de estos hilos estaba localizado a cada
lado del abdomen. Seguido de esto, los machos situaron las patas Il y IV en los hilos paralelos y
ubicaron las patas Ill en el puente que posteriormente fue construido entre los hilos paralelos. Las
patas | permanecieron en la tela de la hembra. Luego, los machos depositaron nuevos hilos entre
los hilos paralelos siguiendo los movimientos que se detallan a continuacion. Apoyaron las hileras
en uno de los extremos de uno de los hilos paralelos, luego levantaron el abdomen vy lo llevaron al
area central del mismo hilo. Procedieron a colocarlo en el extremo mas distal en relacion al
prosoma. Luego realizaron los mismos movimientos abdominales en el otro hilo paralelo.
Posteriormente, los machos levantaron de nuevo el abdomen y colocaron seda en el primer hilo
paralelo cerca del primer punto de apoyo, y continuaron realizando esta secuencia abdominal

varias veces (Fig. 2.1).

LI S

Figura 2.1. Secuencia de construccion de la tela espermatica en A. vierae. Los hilos (lineas negras punteadas y
sélidas) se colocan entre los andamios (lineas grises). Esta secuencia se repitié 19.64 + 3.95 veces. Los puntos negros
son los sitios donde la seda es fijada. Las puntas de flecha sefialan la direccion del movimiento.

Los machos movieron el abdomen de un hilo paralelo al otro 19.64 + 3.95 veces. La
construccidn resultante fue una tela horizontal con forma de reloj de arena (Fig. 2.2). El proceso de
construccion de la tela durd 36.64 + 9.18 s. El 4rea de la tela espermatica fue de 0.63 + 0.18 mm®.

Una vez que la construccién de la tela espermatica finalizd, los machos realizaron pequefias
flexiones de todas las patas, en la articulacion fémur-patela, pero con mayor intensidad en las
patas IV, acompafiadas con movimientos del abdomen de arriba a abajo. Los movimientos se

continuaron realizando con un aumento en la frecuencia, pero con una disminucién de la
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amplitud, y sin flexién de las patas, hasta la emergencia de una gota de esperma, la cual fue

depositada en la porcidon media la tela espermatica (Fig. 2.2). Este proceso durd 35.32 + 11.09 s.

Figura 2.2. Macho de A. vierae cargando un bulbo copulador con una gota de esperma tomada desde la tela
espermatica. B: bulbo. p Il: pata Il. p lll: pata lll. La flecha sefala la gota de esperma. Escala = 0.5 mm. Foto: Carolina
Rojas.

Luego de depositar la gota de esperma, los machos llevaron el cuerpo hacia atras,
sosteniendo la tela espermatica en la misma posicidn, para que los pedipalpos alcanzaran la gota
de esperma. Colocaron la punta de uno de los pedipalpos en la gota de esperma y con
movimientos vibratorios rdpidos comenzaron a absorberla; luego repitieron el mismo proceso con
el otro pedipalpo. La gota fue depositada en la zona superior de la tela espermdtica y fue
absorbida a través del mismo lado. Los machos realizaron un total de 10.45 *+ 3.42 cambios de
pedipalpos. El tiempo que invirtieron con cada pedipalpo sobre la gota de esperma aumentd a
medida que el comportamiento progresd. Aparentemente, la mayoria de los machos absorbieron
la mayoria de la gota luego de 3.28 £ 1.04 min, excepto en pocos casos, donde fue evidente que

los machos dejaron parte del esperma en la tela espermatica.
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La duracién del proceso de inducciéon espermdtica completo (construccion de la tela
espermatica + emergencia de la gota de esperma + recarga de los pedipalpos) fue de 4.47 + 1.38
min. Cuando la induccidon se completd algunos machos colocaron sus pedipalpos en sus piezas

bucales y agitaron su abdomen una o dos veces. Las telas no fueron consumidas por los machos.

DISCUSION

A pesar de que la induccidn espermatica es un proceso esencial en los machos de las aranas para
alcanzar la cépula, existen escasos trabajos que lo describen en detalle. Esta es la primera vez que
se describe en detalle el proceso de induccién espermatica de la araia subsocial A. vierae, y
resultd ser un proceso frecuente en condiciones de laboratorio. El éxito de observar varias
inducciones se debid probablemente a que siempre ocurrié poco después de finalizada la cépula.

El pequefio tamafio de la tela espermatica en A. vierae, como en otras araneomorfas (Foelix
2011), sugiere un bajo costo en tiempo y esfuerzo para los machos, en contraste con lo que sucede
en migalomorfas, dénde la construccidn de la gran tela espermatica implica un alto costo (Costa &
Pérez-Miles 2002). Lo mismo ocurre en relacién al tiempo invertido; los machos de A. vierae
invierten poco tiempo en el proceso de cargar los bulbos copuladores.

La posicidn de las patas antes de comenzar la construccidn de la tela espermatica, es similar
a la posicién de varias especies del género Theridion, donde los hilos paralelos se sostienen con las
patas Il y IV, y el puente es sostenido por las patas Ill (Knoflach 1998). La posicidn horizontal de la
tela espermadtica construida en A. vierae, coincide con lo cominmente observado en arafias (Foelix
2011). Sin embargo, la forma de reloj de arena difiere respecto a la forma triangular o cuadrada
descrita para otras araneomorfas (Gertsch 1979; Foelix 2011), o la forma trapezoidal observada en
Theridion spp. (Knoflach 1998). La posicién horizontal de la tela podria ser una condicion ancestral,
ya que es comun en las arafias, mientras que la forma de reloj de arena podria ser una
caracteristica apomorfica del género.

Como en muchas arafias, los intensos movimientos abdominales justo antes de la
eyaculacién indican la actividad de las glandulas epigasticas que refuerzan la construcciéon de la
tela espermatica en el lugar donde va a ser colocada la gota de esperma (Knoflach 1998). Los

machos de A. vierae realizaron estos movimientos intensos del abdomen, lo que podria implicar
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una correspondencia con la actividad de estas glandulas. La carga de esperma con los bulbos
copuladores corresponde a la forma directa (Foelix 2011), como ocurre en la mayoria de las arafias
constructoras de tela. Los machos extienden los pedipalpos hacia el mismo lado de la tela
espermatica donde fue colocada la gota de esperma, para ponerse en contacto directo con esta y
absorberla (Jackson & Macnab 1991). Los machos de A. vierae no ingirieron las telas espermaticas
luego de finalizar el proceso de induccidn. Dejar sus telas espermaticas intactas en las telas de las
hembras podria ser una estrategia para evitar la competencia espermatica. Esta tela podria tener
sefiales quimicas que le indican a un macho que llega, que otro macho ya estuvo alli y que copuld
con la hembra.

Los machos realizaron el comportamiento de induccién espermatica luego de aparearse con
las hembras, esto sugiere que antes de aparearse sus bulbos ya estaban cargados con esperma,
quizads inmediatamente luego de mudar a adultos, como ocurre en la mayoria de arafias (Austad
1984; Michalik & Rittschof 2011). En otras especies también se ha encontrado que los machos
cargan con esperma sus bulbos copuladores poco tiempo después de copular con las hembras, por
ejemplo en el salticido Asemonea tenuipes (Pickard-Cambridge 1869) (Jackson & Macnab 1991) y
en el agelénido Hololena adnexa (Chamberlin & Gertsch 1929) (Fraser 1987). En este estudio, los
machos no volvieron a copular con la misma hembra luego de cargar sus bulbos con esperma, pero
en esta misma especie Viera et al. (2007) observd que los machos realizaron dos y en un caso tres
recargas de los pedipalpos y copularon nuevamente con la misma hembra. Teniendo este
comportamiento, los machos reducirian la probabilidad de que las hembras se apareen con otros
machos, y por lo tanto, minimizarian el riesgo de competencia espermatica (Alcock 1994). Esto
cobra sentido debido a la evidencias que existen de que en esta especie el primer y segundo
macho que copula puede tener porcentajes similares de paternidad (Lorieto et al. 2010). Otra
posibilidad, es que el macho trata de completar las espermatecas con esperma y la capacidad de
los bulbos no soporta todo el esperma necesario, por lo que el macho debe recargarlos mds de una
vez. En el futuro, seria interesante evaluar la capacidad de las espermatecas de las hembras
comparado con la capacidad de los érganos copuladores de los machos.

A pesar de que el costo de realizar el comportamiento de induccidon puede ser bajo, pueden
existir otros tipos de costos asociados a la biologia de esta especie. Primero, los machos de A.
vierae disputan unos con otros por acceder a la hembra, y el macho perdedor puede permanecer

como "satélite" (Albo et al. 2007). Cuando el macho ganador abandona a la hembra para realizar la
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induccion espermatica, el macho satélite puede tomar ventaja y copular con ella, ya que estas son
permisivas, tolerantes y aceptan re-cépulas con el mismo y otros machos (Viera et al. 2007).
Segundo, la corta época reproductiva de A. vierae, uno o dos meses como maximo (Viera et al.
2007), puede representar una presion para los machos que deben llenar sus drganos con esperma
inmediatamente luego de copular, ademas del hecho de que los machos acceden a muchas
hembras para copular en un periodo corto. Futuros estudios son requeridos para investigar qué
tan a menudo y bajo qué circunstancias los machos recargan sus pedipalpos con esperma, y qué

éxito tendrian en términos reproductivos aquellos machos que cargan mas veces.

47



CapriTuLo Il

Interacciones sexuales entre
machos adultos y hembras
penultimas en A. vierae




MARCO TEORICO

Las estrategias utilizadas por los machos para alcanzar el predominio en la fecundacion de las
hembras son muy variadas (Carranza 1994; Costa & Gudynas 1995; Tomkins & Simmons 2002;
Parker 2006). Tanto en vertebrados como en invertebrados los machos pueden hacerle guardia a
las hembras con las que recientemente se aparearon, para evitar la cépula con otros machos, de
modo que aseguran asi su paternidad (Parker 1970; Costa & Gudynas 1995; Birkhead & Mgller
1998; Simmons 2001). Otra estrategia de los machos es hacer guardia de hembras antes de su
maduracién, para monopolizar su acceso hasta que sean receptivas al apareamiento (Andersson
1994; Simmons 2001). En algunas aranas con prioridad espermatica los machos cohabitan con
hembras subadultas, de tal forma que aseguran su paternidad copulando con hembras virgenes
que recién han mudado (Ferndndez-Montraveta & Cuadrado 2003; Viera & Albo 2008; Uhl et al.
2015).

En muchas araias, es frecuente que los machos adultos detecten hembras subadultas y les
hagan guardia hasta que alcancen la adultez (Jackson 1986; Costa 1993; Bukowski & Christenson
1997; Fernandez-Montraveta & Cuadrado 2003; Klein et al. 2005; Albo et al. 2007; Elias et al.
2014). Incluso, los machos de algunas arafias pelean entre si en las telas de hembras penultimas
para monopolizarlas (Albo et al. 2007; Aisenberg et al. 2015). La atractividad de las hembras
subadultas puede variar durante el estadio penultimo, haciéndose mas atractivas justo antes de la
muda final (Schneider & Lubin 1998). En los casos donde hay prioridad espermatica, es esperable
qgue los machos prefieran asociarse a hembras subadultas antes que adultas, apareandose con
estas tan pronto como maduran para asegurar su paternidad (Eberhard et al. 1993; Elgar 1998).

Sorprendentemente, los machos de los teridios Latrodectus hasselti y Latrodectus
geometricus aumentan su éxito reproductivo y evitan ser canibalizados al copular con hembras
penultimas. Estos perforan con sus queliceros el exoesqueleto de las hembras para acceder a sus
espermatecas recién desarrolladas. Las hembras conservan el esperma a través de su muda final y
alcanzan una fecundidad similar a la de las hembras adultas (Biaggio et al. 2016).

Las guardias de los machos intentan disminuir la poliandria de las hembras, por lo que
usualmente este comportamiento ha sido visto como una forma de conflicto intersexual (Parker

1979; Birkhead & Mgller 1998; Jormalainen 1998; Zeiss et al. 1999; Rodriguez-Muioz et al. 2011).

49



Sin embargo, las hembras pueden obtener beneficios directos al aparearse con machos que hacen
guardia, como la reduccién en la depredaciéon (Rodriguez-Muioz et al. 2011; Cothran et al. 2012) y
en el acoso sexual por otros machos (Davis 2002). También podrian obtener beneficios genéticos
indirectos (Prenter et al. 2003), al elegir rasgos costosos en los machos que indican una mayor
variabilidad heredable para su descendencia (Williams 1966). Las hembras que se apareen con
machos que hacen guardias eficientemente transmitirian esa habilidad a sus crias.

Por ultimo, cohabitar con un macho durante la guardia pre-copulatoria le permite a la
hembra evaluar a este macho como una pareja potencial para el futuro (Hebets 2003; Johnson
2005; Hebets & Vink 2007; Rutledge et al. 2010; Kasumovic & Seebacher 2013; Elias et al. 2014).
Por ejemplo, Hebets (2003) realizd experiencias en laboratorio con la arana lobo Schizocosa uetzi
Stratton 1997 (Lycosidae). El conformé dos grupos de machos, a uno le pintd la tibia | y la patela |
de color marrén y al otro de color negro y expuso a cada grupo a hembras juveniles. Cuando las
hembras maduraron fueron expuestas nuevamente a estos dos grupos de machos y observé que
las hembras se aparearon mas frecuentemente con machos con caracteres familiares y
canibalizaron a los machos con caracteres no familiares (Hebets 2003).

Las hembras de Anelosimus vierae pueden mostrar una de dos tacticas reproductivas de
acuerdo a la disponibilidad de recursos (Ferreira 2015). Pueden permanecer en el nido con la
madre y compartir la tela con otras hermanas o pueden dispersarse como subadultas y construir
nidos individuales (Viera et al. 2007c). Por lo tanto, cuando los machos se dispersan de su nido
natal pueden encontrarse con uno de estos dos escenarios: con un nido con muchas hembras
subadultas y una o pocas hembras adultas, o con un nido conformado por una uUnica hembra
subadulta. Estos dos escenarios determinardn las estrategias y las preferencias sexuales de los
machos (Viera & Albo 2008; Rojas 2011). Viera & Albo (2008) realizaron un disefio experimental
simulando un nido conformado por varias hembras de A. vierae, que les daba la posibilidad a los
machos de elegir entre hembras de diferente edad y estado reproductivo. Estos nidos estaban
conformados por dos hembras adultas de diferente edad y una hembra subadulta penultima. Las
autoras encontraron que todos los machos cortejaron al menos una hembra adulta pero no se
observo cortejo hacia las hembras subadultas. Por otra parte, Albo et al. (2007) simularon un nido
conformado por una uUnica hembra subadulta. En este escenario, la hembra subadulta era
expuesta a dos machos. Los autores observaron que las hembras subadultas resultaban atractivas

para los machos, los cuales cortejaban, e incluso peleaban entre ellos. También observaron que las
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hembras subadultas cortejaban a los machos y adoptaban una postura receptiva. En esta posicion,
los machos enfrentaban sus pedipalpos hacia la zona del epigino de las hembras y realizaban
varios intentos de insercion tamborileando el epigino de la hembra subadulta. A este
comportamiento lo llamaron "pseudocdpula”, debido a que los machos no eran capaces de
insertar sus drganos copuladores a causa de un impedimento mecanico, vinculado a la inmadurez
sexual de la hembra (Albo et al. 2007; Viera & Albo 2008; Rojas 2011; Rojas Buffet & Viera 2015).

Pruitt & Riechert (2011) encontraron que los machos de la especie subsocial A. studiosus
también realizan este comportamiento de pseudocdpula (que llamaron "comportamientos
sexuales no conceptivos"). Pruitt & Riechert (2011) y Pruitt et al. (2011) analizaron las causas de
este comportamiento y concluyeron que se trata de una forma de practica que prepara a las
parejas para la actividad copulatoria futura. También demostraron que las hembras
pseudocopuladas invierten mayor energia en la cubierta de la ooteca, priorizando en la camada de
los machos que pseudocopularon con ellas, indicando una preferencia sexual estos machos.

El presente capitulo de la tesis tiene como objetivo describir en detalle el cortejo de los
machos de A. vierae hacia hembras penultimas y el comportamiento de pseudocdpula, y ademas,
evaluar las consecuencias y posibles beneficios de las interacciones sexuales pre-copulatorias

entre machos y hembras penultimas.

Se plantean como objetivos especificos:

1) Determinar en qué momento, luego de la penultima muda, las hembras son receptivas
y/o pseudocopulan con machos adultos.

2) Describir en detalle el cortejo y la pseudocédpula.

3) Investigar si las hembras penultimas son capaces de modular su tasa de desarrollo hasta
la adultez de acuerdo a la ocurrencia de experiencia sexual previa.

4) Determinar si existen diferencias en la latencia de cdpula entre parejas con experiencia
sexual previa y parejas sexualmente ingenuas.

5) Determinar si los machos tienen alguna preferencia de cépula al ser expuestos a hembras

que tuvieron experiencia sexual durante su estadio penultimo y hembras sexualmente ingenuas.
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RECEPTIVIDAD, CORTEJO Y PSEUDOCOPULA DE HEMBRAS PENULTIMAS

Materiales y Métodos

Recoleccidon y mantenimiento

La metodologia para la recoleccidn y el mantenimiento de los individuos fue la misma utilizada en

el capitulo I.

Etapa experimental

Se utilizaron 120 hembras penultimas para formar cuatro grupos (n=30 cada uno) segun su edad
(ndmero de dias) desde la muda a penultimas:

-Grupo 1: 3 dias luego de mudar a penultima.

-Grupo 2: 10 dias luego de mudar a penultima.

-Grupo 3: 20 dias luego de mudar a penultima.

-Grupo 4: 25 dias luego de mudar a penultima.

Cada hembra se colocé en una caja de Petri (4 cm de didmetro y 1.2 cm de alto) y luego de 24 h se
colocé un macho adulto virgen elegido aleatoriamente de un nido diferente al de la hembra.
Ninguno de los individuos fue reutilizado durante las experiencias.

Se registraron las interacciones durante 1 h mediante cdmara de video. Se registré la
ocurrencia de cortejo tanto de los machos como de las hembras y |la ocurrencia y cantidad de
instancias de pseudocdpula para cada grupo. Se definieron y describieron las unidades
comportamentales involucradas en el cortejo y la pseudocdpula. Se construyeron matrices de
transicion de las unidades para cada sexo en cada diada (Anexo, Tablas 5 a 8) y la matriz de
transicion general para cada sexo. Se construyd un diagrama de flujo y se calcul6 el valor de Z.

Se registraron las latencias, duraciones y frecuencias de los comportamientos. Los videos
fueron analizados con el programa de andlisis de comportamiento JWatcher (Blumstein et al.

2000).
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Luego de cada experiencia se midié el ancho del cefalotérax de todos los individuos para

poder relacionarlo con las caracteristicas del cortejo y la pseudocépula.

Luego de las experiencias de pseudocdpula, se observd bajo lupa estereoscopica la zona del
epigino de diez hembras para descartar inseminaciones traumaticas que los machos hubiesen
podido realizar en el tegumento durante la pseudocdpula. Las mismas hembras fueron criadas
individualmente hasta que murieron de forma natural, en cajas de Petri luego de las experiencias,
para registrar el dia de muda a adultez y la posibilidad de puesta de ootecas en el estadio adulto.

Una muestra de los especimenes utilizados durante las experiencias sera depositada en la

Coleccidn Aracnoldgica de la Seccién Entomologia, Facultad de Ciencias, Montevideo.

Resultados

Los machos cortejaron a todos los grupos de hembras. Pero las hembras de los grupos 1, 2y 3 no
aceptaron el cortejo de los machos. Veinticuatro hembras del grupo 4 fueron receptivas ante el
cortejo de los machos y 13 pseudocopularon. A continuacion, se describe el cortejo y la
pseudocopula de estas 13 parejas conformadas por un macho adulto y una hembra penultima de

25 dias.

CORTEJO

La latencia del cortejo fue de 3.33 £ 4.72 min. El cortejo en todos los casos fue iniciado por
los machos, cuando detectaron a las hembras. El comportamiento de cortejo fue considerado
desde la primera unidad de cortejo hasta la primera unidad de pseudocdpula, y tuvo una duracién
total de 12.96 + 9.68 min (rango= 1.10 - 33.37 min). Las unidades comportamentales del cortejo
fueron las mismas que las realizadas por parejas de individuos adultos (Tabla 1.1: Cortejo), aunque
la unidad Intento de insercion en este capitulo fue tomada como una unidad de la pseudocépula.

De manera general, ocurre la misma secuencia de unidades de cortejo que en parejas
adultas: los machos se acercan a las hembras, ellas se desplazan, acercandose o alejandose de
ellos. Los machos permanecen inmoviles ante ambas unidades de las hembras y luego comienzan a
tensar hilos de seda con las patas anteriores. Las hembras receptivas responden al cortejo de los

machos acercandose a ellos y tensionan hilos en direccién a ellos. Seguido de esto, los machos y
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hembras extienden patas y palpos, y las hembras adoptan |la postura receptiva, similar a la de las
hembras adultas. En esta posicion, los machos tocan con sus patas anteriores a las hembras hasta

pseudocopular (Fig. 3.1).
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Figura 3.1. Diagrama de flujo del cortejo en A. vierae en parejas conformadas por un macho adulto y una hembra pendultima de 25 dias de muda. En el recuadro naranja se
representan las unidades realizadas por las hembras y en el celeste por los machos. El grosor de las flechas indica la probabilidad de transicidon de una unidad a la siguiente.
Sélo se representan las probabilidades mayores o iguales a 20% para las transiciones intra-sexuales y las mayores o iguales a 25% para las transiciones inter-sexuales. Los
asteriscos indican las transiciones que ocurren con mayor frecuencia de lo esperado por azar (con valores de Z > 1.96).
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Las unidades comportamentales del cortejo mas frecuentes en ambos sexos fueron: Quietud (3=
18.61 + 14.11 veces/individuo; Q= 25.77 *+ 24.69 veces/individuo), Tensién de hilos (3= 16.92 +
15.14 veces/individuo; Q= 15.54 * 19.94 veces/individuo) y Desplazamiento (4= 8.46 + 8.71
veces/individuo; 9= 6.61 + 10.36 veces/individuo). Seguidas de Vibracién abdominal (6.31 + 6.18
veces/individuo) en los machos; y Extension de patas y/o palpos (6.08 + 7.26 veces/individuo) y
Extension de una pata (5.77 + 7.06 veces/individuo) en las hembras. La unidad comportamental de
mayor duracién fue Quietud para ambos sexos (3= 6.79 + 7.69 min; 9= 8.22 + 6.31 min), seguida
de Tension de hilos (2.13 + 1.97 min) en los machos, y Desplazamiento (1.44 + 3.05 min) en las
hembras (Fig. 3.2).

Al investigar la influencia del tamafio (ancho del cefalotérax) de los machos y de las
hembras sobre la duracién del cortejo, no se encontrd relaciéon significativa para los machos

(r=0.10; F=0.11; p=0.74), ni para las hembras (r=0.21; F=0.51; p=0.49).

PSEUDOCOPULA

Trece de 30 parejas pseudocopularon y la latencia fue de 16.00 £ 12.90 min. Estrictamente
la pseudocépula involucrdé tres unidades comportamentales: en los machos Intento de insercion de
palpo izquierdo e Intento de insercion de palpo derecho sobre el epigino de las hembras; y para las
hembras Extension de patas y palpos en posicidon receptiva. La duracion de la pseudocédpula fue de
18.41 + 11.64 s (rango= 6.88 - 50.14 s). Durante cada encuentro la pseudocdpula ocurrié en un

promedio de 2.25 + 0.87 instancias (Fig. 3.3).
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Figura 3.2. (A) Frecuencia y (B) duracion de cada unidad comportamental involucrada en el cortejo de machos
adultos y hembras penultimas en A. vierae. Se representa la media y el desvio estdndar de los valores.
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Figure 3.3. Histograma de duracion de la pseudocépula, durante la primera (A) (n=13), segunda (B) (n=10) y tercera
instancia (C) (n=4). No se representa la 4° instancia de pseudocépula porque ocurrid solo en una pareja.

Para la descripcion de la pseudocdpula se considerd desde la primera unidad involucrada
durante la primera instancia de pseudocdpula, hasta la ultima unidad de la dltima instancia de
pseudocopula. En la tabla 3.1 se describen las unidades involucradas durante todo el proceso y se
detallan las unidades que realizan ambos sexos.

De forma generalizada, una vez que la hembra penultima acepta el cortejo del macho,
adopta la postura receptiva tipica de una hembra adulta (zona ventral hacia arriba y eje del cuerpo
inclinado aproximadamente 45°). En esa posicion el macho realiza varios intentos de insercion,
tamborileando con uno o ambos dérganos palpares el epigino de la hembra, hasta que alguno de
los sexos se aleja del otro. La pseudocdpula puede ocurrir mas de una vez durante el mismo
encuentro, y en ese caso el macho contintda con un nuevo ciclo de tamborileo hasta que se alejan

uno de otro y permanecen inmoviles (Fig. 3.4).
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Tabla 3.1. Descripcién de las unidades comportamentales de la pseudocépula de A. vierge. Se indica quién realiza cada unidad, si el macho (&), la hembra (2) o ambos (3'y
Q), para cada especie. PD: palpo derecho; PI: palpo izquierdo.

Unidad comportamental Descripcidn Quién lo realiza
Intento de insercion Pl Realiza varios intentos de insercidn sobre el epigino de la hembra con el érgano copulador izquierdo 3
Intento de insercién PD Realiza varios intentos de insercidn sobre el epigino de la hembra con el 6rgano copulador derecho 3
Vibracién abdominal Oscilaciones verticales del abdomen 3
Extensidn de una pata En quietud, extiende y rota una de las patas Q
Toqueteo Con patas anteriores toca a la pareja 3y Q
Extension de palpos y patas Extension de palpos y patas anteriores en direccién a la pareja 3y 9P
Tension de hilos Tension y liberacion de hilos de seda con pata |, Il y 1lI 3y Q
Acicalamiento de patas y/o palpos Lleva alguna de sus patas o palpos hacia los queliceros 3y
Quietud Ausencia de movimiento 3y 9P
Alejamiento Camina en direccion opuesta a la pareja 3y Q
Acercamiento Camina en direccién a la pareja 3y 9P
Desplazamiento Desplazamiento sobre la seda 3y Q
Colocacidén de hilos de seda Coloca hilos de seda con las hileras 3y
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Figura 3.4. Diagrama de flujo de la pseudocdpula en A. vierae en parejas conformadas por un macho adulto y una hembra penultima de 25 dias de muda. En el recuadro
naranja se representan las unidades realizadas por las hembras y en el celeste por los machos. El grosor de las flechas indica la probabilidad de transicién de una unidad a la
siguiente. Sélo se representan las probabilidades mayores o iguales a 20% para las transiciones intra-sexuales y las mayores o iguales a 25% para las transiciones inter-
sexuales. Los asteriscos indican las transiciones que ocurren con mayor frecuencia de lo esperado por azar (con valores de Z > 1.96).
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Para ambos sexos las unidades comportamentales mas frecuentes durante la pseudocépula
fueron: Quietud (3= 12.69 + 15.02 veces/individuo; Q= 23.92 + 29.89 veces/individuo) y Tensidn
de hilos (3= 13.08 + 14.97 veces/individuo; @= 19.00 * 23.24 veces/individuo). Seguidas de
Desplazamiento (7.85 * 8.64 veces/individuo) en los machos y Extension de una pata (6.00 + 7.96
veces/individuo) en las hembras. La unidad comportamental de mayor duracion fue Quietud para
ambos sexos (4= 4.08 + 8.12 min; Q= 7.37 + 11.00 min). Todas las demas unidades
comportamentales tuvieron baja duracion.

Las unidades Intento de insercion de palpo izquierdo e Intento de insercion de palpo derecho
tuvieron una frecuencia de 1.61 + 1.12 veces/individuo para el palpo izquierdo y 1.46 + 1.26
veces/individuo para el derecho, y una duracion de 9.66 *+ 7.46 s y 10.95 + 9.30 s respectivamente.
Las frecuencias y tiempos de todas las unidades comportamentales involucradas en la
pseduocopula se detallan en la figura 3.5.

Al investigar la influencia del tamafio (ancho del cefalotérax) de los machos y de las
hembras sobre la duraciéon de la pseudocdpula, no se encontrd relacidn significativa para los
machos (r=-0.34; F=1.43; p=0.26), ni para las hembras (r=0.27; F=0.89; p=0.36).

No se encontraron diferencias significativas en el tamafio corporal (ancho del cefalotérax)
de las hembras que pseudocopularon (0.99 + 0.07 mm) y las que no pseudocopularon (1.01 + 0.06
mm) (U=89; p=0.38). Asi como tampoco se encontraron diferencias en el ancho del cefalotérax de
los machos que pseudocopularon (1.04 + 0.04 mm) y los que no (1.03 £ 0.06 mm) (U=108.5;
p=0.95).

No se observaron evidencias de inseminaciones traumaticas en las diez hembras analizadas

y ninguna de ellas puso ooteca luego de alcanzar la etapa adulta.
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Figura 3.5. (A) Frecuencia y (B) duraciéon de cada unidad comportamental involucrada en la pseudocdépula de A.
vierae. Se representa la media y el desvio estandar de los valores.
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Durante las experiencias dos hembras comenzaron el proceso de muda a adultas 27.82 +
6.36 min luego de exponerse a los machos adultos (Fig. 3.6 A). Previamente ambas habian sido
receptivas al cortejo de los machos, pero no ocurrié pseudocdpula. Las hembras mudaron durante
la filmacion y los machos permanecieron, la mayor parte del tiempo, inmoéviles, aunque en algunas
oportunidades ambos realizaron unidades de cortejo pero no de intentos de cdpula. El proceso de
muda durd 28.10 + 0.16 min. Al finalizar, los machos se acercaron a las hembras y las cortejaron,
estas fueron receptivas y copularon (Fig. 3.6 B).

La latencia de la cépula luego de haber mudado fue muy variable en ambas parejas, una de
las parejas copulé luego de 1.67 min y la otra luego de 55.13 min. El macho de esta ultima pareja,
realizd6 numerosos intentos de insercién, y fue evidente la dificultad para insertar alguno sus
organos copuladores en el epigino aun blando de la hembra. La duracién total de la cépula fue de
89.37 £ 6.24 min. Una soéla de las hembras puso ooteca, luego de 23 dias de la cépula, de la cual

nacieron 23 crias viables.

Figura 3.6. (A) Hembra pendultima mudando a adulta y macho adulto cerca de ella. (B) Cépula de hembra recién
mudada. Fotos tomadas a partir de la filmacién. Autoria: Carolina Rojas.
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MODULACION DE LA TASA DE DESARROLLO A LA ADULTEZ DE
ACUERDO A LA EXPERIENCIA SEXUAL PREVIA

Materiales y Métodos

Recoleccidon y mantenimiento

La metodologia utilizada en la recoleccion fue la misma que la utilizada en el Capitulo 1. Se criaron
individualmente, desde juveniles, hembras y machos en placas de Petri. Al comienzo se suministré
un algoddn con agua + suplemento ENSURE (Fornazari Zanatta 2013), ya que no son capaces de
capturar presas por si solos durante los primeros estadios (Viera et al. 2004). A partir del tercer
estadio, cada individuo se alimentd dos veces por semana con la misma cantidad de moscas de la

fruta (Drosophila spp.)

Etapa experimental

Para determinar si las hembras penudltimas con experiencia sexual aceleran su muda de
maduracién, se formaron dos grupos experimentales (de n=30 cada uno):

-Grupo 1: hembra pendultima de 25 dias de muda y macho adulto.

-Grupo 2: hembra pendultima de 25 dias de muda y hembra penultima.

Las hembras penultimas se colocaron individualmente en cajas de Petri (4 cm de didmetro y
1.2 cm de alto), luego de 24 h se colocé un macho adulto (grupo 1) o una hembra penultima
(grupo 2). Se decidié colocar otra hembra pendultima en lugar de una adulta en el grupo 2, para
evitar el territorialismo de éstas y el riesgo de canibalismo. Ademas, es habitual que las hembras
penultimas coexistan en la naturaleza (Viera et al. 2007).

Se registraron las ocurrencias de posturas receptivas de las hembras penultimas: zona
ventral hacia arriba y eje del cuerpo inclinado aproximadamente 45° (Albo et al. 2007) vy la
ocurrencia de pseudocépula. Luego de 1 h las hembras foco fueron separadas y devueltas a sus
cajas de Petri de forma individual. Se controlé el tiempo de desarrollo de las hembras penultimas

experimentadas sexualmente (aquellas que realizaron pseudocdpula o al menos fueron receptivas
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al cortejo de los machos) desde (1) que mudaron a penultimas hasta la adultez y (2) desde el dia de
la experiencia hasta la adultez; ambos tiempos fueron comparados con los de las hembras del
grupo 2. Se midié el ancho del cefalotérax y se pesaron todas las hembras foco (balanza de
precision Radwag de 0.01 mg de exactitud), para descartar que la latencia para llegar a la adultez

se debiera al tamafio y/o al peso de las hembras.

Resultados

Veintisiete hembras penultimas del grupo 1 resultaron receptivas y diez realizaron pseduocdpulas,
por lo que los tiempos de desarrollo de estas 27 hembras fueron comparados con los de las 30
hembras del grupo 2. El tiempo de maduracion de las hembras del grupo 1 desde penultimas fue
de 30.67 £ 5.06 dias y el de las hembras del grupo 2 de 31.10 * 2.47 dias (Fig. 3.7). Por otra parte,
el tiempo desde el dia de la experiencia hasta la adultez fue de 5.67 £ 5.06 dias para las hembras

del grupo 1y de 6.10 £ 2.47 dias para las hembras del grupo 2.
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Figura 3.7. Gréfico de cajas, del tiempo en dias que les lleva a las hembras penultimas de A. vierae alcanzar la
adultez, en los dos grupos experimentales.

No se encontraron diferencias significativas entre los tiempos de maduracién desde que las

hembras mudaron a penultimas en ambos grupos (U=319; p=0.17). Tampoco se encontraron

65



diferencias en los tiempos desde el dia de las experiencias hasta la adultez (U=319; p=0.17). Por lo
que la latencia hacia la ultima muda en hembras penultimas con y sin experiencia sexual es similar.

Al investigar la existencia de diferencias significativas en los tiempos de maduracién desde
penultimas, separando dentro del grupo 1 a las hembras que pseudocopularon (n=10) de las que
fueron receptivas pero no pseudocopularon (n=17), no se encontraron diferencias significativas
(U= 74; p= 0.42). Tampoco entre las hembras receptivas del grupo 1 y hembras del grupo 2 (U=
149.5; p= 0.13), ni entre hembras pseudocopuladas del grupo 1 y hembras del grupo 2 (U= 169.5;
p=0.51).

Tampoco se encontraron diferencias significativas en los grupos entre el ancho del
cefalotérax (Grupo 1= 1.01 + 0.06 mm; Grupo 2= 0.99 + 0.05 mm) (U=378; p= 0.67), y entre el
peso de las hembras (Grupo 1= 3.67 + 0.63 mg; Grupo 2= 3.39 + 0.56 mg) (t de Student: t= 1.65; p=
0.10).

EVALUACION DE LA LATENCIA DE COPULA COMO CONSECUENCIA DE LA
EXPERIENCIA SEXUAL PREVIA

Materiales y Métodos

Experiencia sexual previa

La metodologia utilizada en la recoleccion fue la misma que la utilizada en el Capitulo 1. Se
realizaron encuentros sexuales entre machos adultos y hembras penultimas como base para
formar los diferentes grupos experimentales que se detallan mas abajo en la etapa experimental.
Estos encuentros se realizaron basandose en la misma metodologia utilizada para describir el

comportamiento de pseudocdpula al comienzo de este capitulo.
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Etapa experimental

Para determinar diferencias en las latencias de cdpula entre individuos con y sin experiencia sexual
previa, se formaron los siguientes cinco grupos experimentales (de n=20 cada uno):
-Grupo 1: Hembra y macho adultos experimentados sexualmente, diada original.
-Grupo 2: Hembra y macho adultos experimentados sexualmente pero desconocidos.
-Grupo 3: Hembra adulta experimentada sexualmente y macho adulto ingenuo.
-Grupo 4: Hembra adulta ingenua y macho adulto experimentado sexualmente.

-Grupo 5: Hembra y macho adultos ingenuos.

Para cada grupo experimental, se colocé a la hembra en una placa de Petri (4 cm de
diametroy 1.2 cm de alto) y a las 24 h se colocd al macho adulto. Se compard la latencia de cépula

entre los cinco grupos experimentales.

Resultados

En todos los ensayos ocurrid copula, y las latencias de cdpula para cada grupo experimental
fueron: grupo 1 (hembra y macho experimentados conocidos)= 23.90 + 14.48 min; grupo 2
(hembra y macho experimentados desconocidos)= 24.07 + 12.28 min; grupo 3 (hembra
experimentada y macho ingenuo)= 37.36 = 20.97 min; grupo 4 (hembra ingenua y macho
experimentado)=47.37 £ 31.96 min; y grupo 5 (hembra y macho ingenuos)=44.12 + 26.78 min.

Al comprar la latencia de cdpula entre los cinco grupos experimentales se encontraron
diferencias significativas (H= 13.03; p= 0.011). La latencia de cépula del grupo 1 fue
significativamente menor que la del: grupo 3 (U=112; p=0.018); grupo 4 (U=113; p=0.019); y grupo
5 (U=111; p= 0.017). La latencia de cépula del grupo 2 fue significativamente menor que la del:
grupo 3 (U=125.5; p=0.045); grupo 4 (U=118; p=0.027); y grupo 5 (U=114; p= 0.021). En la figura

3.8 se muestra la latencia de cépula de los diferentes grupos experimentales.
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Figura 3.8. Grafico de cajas comparando la latencia de cdpula ente cada uno de los cinco grupos experimentales (test
U de Mann Whitney). H: hembra; M: macho; e: experimentado sexualmente; i: ingenuo sexualmente. Diferentes
letras sobre las cajas denotan diferencias significativas entre los grupos (p <0.05).

Al evaluar diferencias en la latencia de cépula entre parejas en las que al menos uno de los
sexos pseudocopuld previamente (n=36) y parejas que fueron receptivas pero que no llegaron a

pseudocopular (n=44), no se encontraron diferencias significativas (U=758.5; p=0.75).

PREFERENCIA DE LOS MACHOS

Materiales y Métodos

Experiencia sexual previa

La metodologia utilizada en la recoleccién fue la misma que la utilizada en el Capitulo 1. Se
realizaron encuentros sexuales entre machos adultos y hembras penultimas como base para

formar los diferentes grupos experimentales que se detallan mas abajo, basandose en la misma
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metodologia utilizada para describir el comportamiento de pseudocdpula al comienzo de este

capitulo.

Etapa experimental

Para determinar la preferencia de los machos por copular con hembras que en estadio penultimo
tuvieron experiencia sexual o con hembras sexualmente ingenuas se formaron tres grupos
experimentales (de n=15 cada uno):

-Grupo 1: Hembra y macho experimentados sexualmente, diada original y hembra

sexualmente ingenua.

-Grupo 2: Hembra y macho experimentados sexualmente pero desconocidos y

hembra sexualmente ingenua.

-Grupo 3: Hembra experimentada sexualmente, macho y hembra ingenuos.

Las dos hembras de cada grupo experimental se colocaron al mismo tiempo en una caja de
Petri (5 cm de didmetro y 1.2 cm de alto) y a las 24 h se colocé el macho adulto, lo mas
equidistante posible a las hembras. Se evalud (1) la eleccién del macho en presencia de ambas
hembras y (2) la competencia entre las hembras, durante 2 h de observacién.

Luego de cada experiencia se comparé el tamafio corporal (ancho del cefalotérax) de las
hembras experimentadas y no experimentadas de cada grupo, para descartar que la eleccion de

los machos por copular con una u otra hembra se debiera a esta variable.

Resultados

Todos los machos de los tres grupos experimentales cortejaron al menos a una de las hembras. Los
machos cortejaron con mayor frecuencia a una de las dos hembras, tanto en el total (sumando los
3 grupos) (Test de Fisher, p=2.9x10™), como por grupo (Grupo 1: Test de Fisher, p=0.0001; Grupo
2: Test de Fisher, p=2.9x10®%; Grupo 3: Test de Fisher, p=0.0009). Asimismo, los machos cortejaron
con mayor frecuencia a las hembras experimentadas que a las sexualmente ingenuas, tanto en el
total (sumando los 3 grupos) (Test de Fisher, p=2.9x10"°), como por grupo (Grupo 1: Test de Fisher,
p=0.0001; Grupo 2: Test de Fisher, p=0.0092; Grupo 3: Test de Fisher, p=0.0025).
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En 29 experiencias exclusivamente las hembras experimentadas fueron quienes cortejaron
a los machos (Grupo 1: n=10; Grupo 2: n=11; Grupo 3: n=8), y en ocho experiencias exclusivamente
fueron las hembras ingenuas (Grupo 1: n=2; Grupo 2: n=3; Grupo 3: n=3). Sélo en dos experiencias
del grupo 1, ambas hembras cortejaron. En seis experiencias ninguna de las hembras cortejé
(Grupo 1: n=1; Grupo 2: n=1; Grupo 3: n=4). Las hembras experimentadas cortejaron con mayor
frecuencia que las sexualmente ingenuas, en el total (sumando los 3 grupos) (Test de Fisher,
p=6.1x10®), en el Grupo 1 (Test de Fisher, p=0.0025) y en el Grupo 2 (Test de Fisher, p=0.0092). En
el Grupo 3 no existieron diferencias entre la frecuencia de cortejo de ambas hembras (Test de
Fisher, p=0.128).

La copula ocurrid en el 93.3% de las parejas del grupo 1, en el 86.7% de las parejas del grupo
2 y en el 73.3% de las parejas del grupo 3. En los casos en los que no hubo cdépula, todos los
machos cortejaron pero ninguna de las hembras fue receptiva. Todos los machos que copularon lo
hicieron con una Unica hembra. Al analizar el total (sumando los 3 grupos) se observd que las
cOpulas fueron mas frecuentes entre machos y hembras sexualmente experimentadas (Test de
Fisher, p=1.5x10"). De igual manera, en los grupos 1 y 2 las cdpulas se produjeron mas
frecuentemente entre los machos y las hembras sexualmente experimentadas (Grupo 1: Test de
Fisher, p=0.0007; Grupo 2: Test de Fisher, p=0.025). En todas las experiencias en las que los
machos y las hembras experimentadas copularon, estas tuvieron previamente interacciones de
cortejo con los machos. En ocho experiencias las hembras experimentadas fueron las que
comenzaron activamente el cortejo (Grupo 1: n=5; Grupo 2: n=3). En dos experiencias del Grupo 2,
las hembras ingenuas fueron las que comenzaron el cortejo, pero los machos copularon con las
hembras experimentadas. En todos los casos de cépulas entre machos y hembras ingenuas, sélo
las hembras ingenuas cortejaron. En el Grupo 3 no se encontraron diferencias en la frecuencia de
copulas con hembras experimentadas y con ingenuas (Test de Fisher, p=0.128) (Fig. 3.9). En este
grupo, en todos los casos de cépulas entre machos y hembras experimentadas, sélo las hembras
experimentas cortejaron, y en todos los casos de cdpulas con hembras ingenuas, sélo las hembras
ingenuas cortejaron.

Teniendo en cuenta los resultados de cada grupo, los machos experimentados prefirieron
copular con hembras igualmente experimentadas, tanto conocidas como desconocidas, mientras

que los machos ingenuos no tuvieron preferencia en copular con unas u otras hembras.
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Las duraciones del cortejo y la

muestran en la Tabla 3.2.

copula (en minutos) de los tres grupos experimentales se
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Figura 3.9. Numero de copulas entre machos y hembras experimentadas (He) y hembras ingenuas (Hi), para cada
grupo experimental. Con asteriscos se muestran las diferencias significativas: *= p<0.05; ***= p<0.005.

En la tabla 3.2 se detallan las latencias y las duraciones totales del cortejo y la cépula para

cada grupo experimental.

Tabla 3.2. Duraciones de cortejo y copula (en minutos) en machos con hembras experimentadas (He) y con hembras

ingenuas (Hi) para cada grupo experimental. Los valores se muestran como la media + el desvio estandar.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
He Hi He Hi He Hi
Latencia del cortejo 4.34+11.09 11.10+8.88 3.29+3.88.09 0.75+0.62 1.73+1.70 9.49%12.73
Duracion del cortejo 27.73+17.95 17.00+6.20 32.86+19.12 10.65+6.41 13.14+8.83 12.93+7.60
n=14 n=3 n=12 n=4 n=13 n=4
Latenciade cépula 27.23+21.22 21.62+8.84 36.20+21.47 13.81+5.40 11.22 £6.96 23.85+13.53
Duracion de cépula 106.86 +54.07 95.49+4.62 69.39+21.32 115.17 +88.13 77.79+10.55 76.89 +14.21
n=12 n=2 n=10 n=3 n=8 n=3
No se encontraron diferencias significativas entre el tamafio de las hembras

experimentadas y las ingenuas de cada grupo (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3. Comparacién (test U de Mann Whitney) del tamafio corporal (ancho del cefalotérax) entre las hembras
experimentadas (He) y ingenuas (Hi) de los tres grupos experimentales. Los valores se muestran como la media = el
desvio estandar.

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
He Hi He Hi He Hi
Ancho del cefalotérax (mm) 1.04+0.05 1.04+0.06 0.99+0.25 0.98+0.25 0.97 £0.24 0.99 +0.25
Estadistica U=103.5; p=0.72 U=108.5; p=0.88 U=96; p=0.51

Durante las experiencias no se registraron perturbaciones de la pareja que copulaba por
parte de la otra hembra. Tampoco ocurrieron unidades de comportamiento agonistico entre las
hembras adultas.

Como dato peculiar, en una de las parejas del Grupo 2, cuando la hembra experimentada
finalizé la copula con un giro, el bulbo del macho se rompid y quedd inserto en su orificio genital.
Lamentablemente, esto fue observado algunos dias después de realizada la experiencia, al analizar
la filmacion. Al observar posteriormente la hembra bajo lupa estereoscépica ésta ya no tenia el
bulbo en su orificio genital y pero si fue encontrado suelto en la placa de Petri donde habitaba la
hembra. En la naturaleza, no han sido encontradas hembras con émbolos en sus orificios genitales

(Viera comunicacién personal).

Discusion

Todas las hembras penultimas de A. vierae de 3, 10, 20 y 25 dias, resultaron atractivas para los
machos. En la naturaleza es comun observar machos de esta especie cohabitando nidos
conformados por hembras pendltimas (Viera et al. 2007, obs. pers.). Esto se debe a que a pesar de
que la proporcion sexual primaria de A. vierae es 2:1 sesgada hacia las hembras, las hembras
maduran asincronicamente y posteriormente que los machos. Como consecuencia, al principio de
la época reproductiva, la proporcién sexual operacional estd sesgada hacia los machos, siendo
frecuentes las hembras penultimas (Viera et al. 2007). Por esta razon, las hembras penultimas
pueden resultar atractivas para los machos. La atractividad de las hembras penultimas varia segun

las especies, por ejemplo, en la especie suboscial del mismo género, A. arizona, las hembras
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subadultas son poco atractivas para los machos, y no son muy comunes las guardias de los machos
en la naturaleza (Klein et al. 2005).

A pesar de que los machos cortejaron a las hembras penultimas de las cuatro edades, las
hembras de 3, 10 y 20 dias no resultaron receptivas, y rechazaron el cortejo de los machos adultos.
La coexistencia entre machos adultos y hembras penultimas en la naturaleza podria resultar
costosa para las hembras penultimas de temprana edad, ya que los machos no cooperan en las
actividades comunales (Viera el al. 2007), por lo tanto, existirian costos asociados al tiempo y/o
energia al rechazarlos (Albo et al. 2007). Existen estudios en arafias que demuestran que a pesar
de que algunas hembras son atractivas para los machos, no necesariamente se encuentran
receptivas. Por ejemplo, a pesar de que los machos de Schizocosa malitiosa son altamente atraidos
por rastros quimicos de hembras virgenes, también lo son por hembras no receptivas que cargan
ootecas (Baruffaldi & Costa 2010).

Sélo las hembras penultimas préximas a la madurez (25 dias desde su muda a penultima),
aceptaron el cortejo de los machos y fueron receptivas. Los machos fueron quienes comenzaron el
cortejo y realizaron las mismas unidades de cortejo que ante hembras adultas. Al igual que en
parejas adultas, la unidad comportamental mas utilizada durante el cortejo de los machos ante
hembras pendltimas fue tensidon de hilos con patas anteriores. Las hembras penultimas fueron
activas durante el encuentro, ellas también cortejaron e indicaron su receptividad acercandose y
realizando extensidon de patas y palpos hacia ellos, y colocando la postura receptiva caracteristica
de la hembra adulta.

Aunque muchas de las hembras penultimas cercanas a la proxima muda resultaron
receptivas al cortejo de los machos, y adoptaron la postura copulatoria propia de las hembras
adultas, el comportamiento de pseudocépula no resultéd ser tan frecuente. La pseudocdpula
ocurrid solo en los casos en que los machos se acercaron lo suficiente a las hembras y realizaron
multiples intentos de insercidn. Es de suponer, por tanto, que los machos serian quienes propicien
el comportamiento de pseudocdpula. No se observaron comportamientos de los machos que
parecieran forzar a las hembras a que pseudocopulan, por lo que se descartaria el conflicto sexual
en esta especie en relacidon a este comportamiento (Arnqvist & Rowe 2005; Chapman 2006).
Resultaria interesante evaluar a futuro las circunstancias que causan la ocurrencia de este

comportamiento. En relaciéon con lo anterior, no se encontraron diferencias significativas en el
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tamafo de los individuos que realizaron la pseudocépula y los que no, por lo que esta variable se
descartaria como influyente en la realizacion de este comportamiento.

El tiempo de la pseudocdpula en A. vierae fue comparativamente de muy corta duracion;
ninguna de las parejas alcanzé el minuto. Esto difiere a lo encontrado por Albo et al. (2007) para la
misma especie, donde la pseudocépula tuvo una duracién de 13.8 £ 17.7 min. Algunas de las
causas de esta desigualdad podrian ser diferencias en la temperatura en la que se realizaron las
experiencias (en promedio fue menor en Albo et al. 2007, que en esta tesis); en la edad de las
hembras penultimas utilizadas (en Albo et al. 2007 eran penultimas en general, en esta tesis eran
penultimas de 25 dias de muda); y por ultimo en la duracién de las observaciones (en Albo et al.
2007 fueron de 4 h, en esta tesis de 1 h). En la especie Anelosimus studiosus, Pruitt & Riechert
(2011), también encontraron una mayor duracién de la pseudocépula (mas de media hora). En
este trabajo los enfrentamientos también tuvieron la misma duracion que en Albo et al. (2007).

La pseudocépula en A. vierae, ademas de ser un comportamiento de corta duracién, fue un
comportamiento intermitente y ocurrid en varias instancias a lo largo de los enfrentamientos. Esto
es esperable por el simple contacto que tiene el bulbo copulador del macho con el epigino de la
hembra, el cual no se introduce debido a que las aberturas genitales no estdn completamente
desarrolladas. Las frecuencias de pseudocépula de A. vierae también variaron en relacién a las
encontradas por Pruitt & Riechert (2011) en A. studiosus. Las instancias de pseudocépula en A.
vierae tuvieron un promedio de dos por pareja, mientras que en A. studiosus de ocho.

Albo et al. (2007) sugirieron que el comportamiento de pseudocépula podria tener
beneficios para ambos sexos. Las hembras penultimas que tienen este estimulo fisico acelerarian
su maduracidn y asi sincronizarian el apareamiento de la pareja. Sin embargo, los resultados de
esta tesis muestran que las hembras que pseudocopulan, asi como las que tienen experiencia
sexual sin llegar a pseudocopular y las sexualmente ingenuas, tienen una tasa de maduracién
similar. Es decir, que en esta especie no habria un efecto de la experiencia sexual temprana sobre
la tasa de desarrollo de las hembras.

En dos casos el apareamiento ocurrido después del proceso de la muda de maduracion.
Aparearse justo después de la muda final de las hembras, es una estrategia comun en los machos
de arafas para evitar el canibalismo sexual. Los machos acceden a copular con estas hembras
debido a que mientras su exoesqueleto aun esté blando tienen disminuida su capacidad para

moverse y atacarlos (Robinson & Robinson 1980; Foelix 2011; Uhl et al. 2015). Sin embargo, no
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parece ser el caso en A. vierae. En primera instancia, las hembras comenzaron el proceso de muda
tiempo después de haber colocado a los machos en sus recipientes. Lo mds sorprendente fue que
luego de mudar estuvieran receptivas y copularan facilmente, sin tener aun su exoesqueleto
completamente esclerotizado. A pesar de no haber encontrado que las hembras penultimas
aceleran su muda de maduracidén al tener contacto sexual con machos adultos, estos dos casos de
maduracién en presencia de machos podria ser una estrategia sexual que las hembras toman para
poder copular rapidamente. Los machos también obtendrian beneficios al quedarse cerca de estas
hembras y esperar a que muden a adultas. Por un lado, se asegurarian ser los primeros en copular
con estas hembras, y por otro lado, evitarian los riesgos de depredacién al moverse de un nido a
otro. Ademas de las altas probabilidades de encontrarse con otro/s macho/s al dispersarse a otro
nido y tener que competir por acceder a la hembra (Viera & Albo 2008).

La latencia de coépula en parejas con experiencia sexual, tanto conocidas como
desconocidas, es menor que en parejas donde al menos uno de los sexos no tuvo experiencia
sexual previa. Puitt & Riechert (2011) encontraron en A. studiosus, que todas las parejas
conformadas por al menos un sexo experimentado copulan mas rapidamente que las parejas
conformadas por individuos ingenuos. Por el contrario, en A. vierae no basta con que alguno de los
dos sexos haya tenido experiencia sexual previa para que disminuya la latencia de cépula, sino que
ambos individuos tuvieron que haberla tenido. Si la pseudocépula fuera un ensayo sexual era
esperable que en parejas conformadas por al menos un sélo individuo experimentado también
disminuyera la latencia de cépula (Burghardt 2005).

La experiencia sexual temprana en A. vierae podria otorgar beneficios para ambos sexos.
Aparearse antes seria un beneficio para los machos debido a sus estrategias comportamentales.
Los machos satélites usualmente intentan suplantar machos dominantes y/o perturbar las copulas
de éstos (Foellmer & Fairbairn 2005; Albo et al. 2007; Rojas Buffet & Viera 2015; Stoffer et al.
2016). Por tanto, los machos que se apareen mds rapidamente con las hembras tienen menos
posibilidad de ser suplantados antes del apareamiento. Por otra parte, Pruitt & Riechert (2009)
encontraron que las altas tasas de apareamiento en A. studiosus estan asociadas a una reduccién
en el riesgo de canibalismo sexual. Los machos que son mas rapidos en copular tienen mayores
probabilidades de sobrevivir y pueden aparearse con mas hembras. Esto no estaria ocurriendo con

los machos de A. vierae ya que no se han observado casos de canibalismo sexual en esta especie.
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Las hembras de A. vierae también obtendrian beneficios al aparearse antes. Debido a que
son polidndricas (Albo et al. 2007; Viera et al. 2007; Rojas Buffet & Viera 2015), aparearse mas
rapidamente les permitiria copular con varios machos durante su periodo reproductivo. A pesar de
que la poliandria es un fendmeno comun en una amplia gama de taxones de artrépodos (Arngvist
& Nilsson 2000; Jennions & Petrie 2000), los beneficios para las hembras no son tan claros. Los
costos de tener multiples cdpulas, tanto para los machos como para las hembras, estan bien
documentados en la naturaleza. Un mayor riesgo de lesiones fisicas, de depredacion y de
transmisién de enfermedades son algunos de los costos conocidos (Daly 1978; Parker 1979; Hurst
et al. 1995; Blanckenhorn et al. 2002). Por lo tanto, los beneficios que las hembras obtengan al
aparearse con varios machos deben superar estos costos. Algunos de estos beneficios pueden ser
compensar los posibles errores de la elecciéon de pareja y/o la mala calidad de cdpulas previas
(Watson 1991; Petrie & Kempenaers 1998), propiciar los procesos de competencia espermatica
y/o eleccion criptica femenina aumentando la probabilidad de fecundacion por esperma (machos)
de alta calidad (Watson 1991; Madsen et al. 1992; Birkhead et al. 1993) y aumentar la variabilidad
genética de la descendencia y asi protegerse contra las incertidumbres del entorno (Loman et al.
1988).

Los machos sexualmente experimentados de A. vierae prefieren copular con hembras
experimentadas, sin importar si son conocidas o desconocidas. Esta preferencia puede estar
mediada por diferencias en el comportamiento de las hembras, las hembras experimentadas
cortejaron mas que las ingenuas, y quizds también por distintas feromonas. En contraposicion, los
machos ingenuos no manifiestan preferencia en copular con hembras experimentadas o ingenuas.
Al parecer habria un reconocimiento entre individuos que tuvieron experiencia sexual, pero los
machos ingenuos no distinguirian a las hembras con y sin experiencia. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos en las experiencias de latencia de cdpula. Parejas conformadas por ambos
individuos experimentados sexualmente obtienen beneficios en términos reproductivos.

En sintesis, el comportamiento sexual que tienen los machos maduros y las hembras
inmaduras de A. vierae tiene efectos positivos en los encuentros sexuales futuros. Primero, las
parejas conformadas por individuos que tienen experiencia sexual previa copulan mas
rapidamente que las parejas conformadas por al menos un individuo sin experiencia sexual.
Segundo, los individuos que tienen experiencia sexual previa prefieren copular con otros

individuos que también la tuvieron.
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A futuro seria interesante evaluar si las hembras pseudocopuladas invierten mayor energia
en la camada de los machos con los que pseducopularon, como fue demostrado en la especie A.
studiosus (Pruitt & Riechert 2011). Se podrian realizar dos grupos de cépulas, hembras con machos
que pseudocopularon y hembras con machos que no pseudocopularon, y comparar nimero de

puestas, de huevos, de crias nacidas, peso de las ootecas y peso de las crias.
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CAPiTULO IV

Comparacion del comportamiento
sexual de tres especies del género

Anelosimus con diferente grado de
socialidad




MARCO TEORICO

Los estudios comparativos en especies con diferentes grados de socialidad han revelado algunas
de las condiciones que pueden favorecer esta caracteristica en las arafias. Variaciones en los
comportamientos de dispersion, el tamafio de grupo, y en la cooperacién, han sido utilizadas por
numerosos autores para categorizar a las arafias de acuerdo a su grado de asociacion en
cuasisocial, subsocial y solitaria (Purcell et al. 2012).

En cuanto al comportamiento de dispersion, los individuos de las especies solitarias deben
dispersarse desde la colonia natal y fundar un nuevo nido, mientras que en las especies sociales los
individuos permanecen juntos durante muchas generaciones (Avilés 1997; Powers & Avilés 2003).
Estas diferencias dan como resultado una variacién en el tiempo de la utilizacién de los nidos. En
especies solitarias el periodo de uso del nido es relativamente corto mientras que en sociales es
prolongado (Purcell et al. 2012). La mayoria de los estudios se han enfocado en los riesgos de
dispersidon como una presion que favorece la formacion de grupos (Agnarsson et al. 2006).

Otra de las variables utilizadas para caracterizar las diferentes categorias sociales, es el
tamano de grupo (Avilés & Tufifio 1998; Harwood & Avilés 2013), que depende de una gran
variedad de factores ecolégicos. Por ejemplo, grupos de gran tamaio requieren refugios o nidos
mas grandes que aquellos requeridos por organismos solitarios. Esta necesidad puede imponer
restricciones a los lugares donde los organismos sociales colocan sus nidos (Purcell et al. 2012). A
pesar de estas restricciones, existen beneficios de asociarse como la proteccidon ante predadores,
entre otros (Bilde et al. 2007).

Los comportamiento cooperativos han sido ampliamente estudiados en las especies sociales
(Guevara & Avilés 2007; Powers & Avilés 2007; Da Rocha Dias 2015). Al trabajar en conjunto, los
organismos sociales pueden incrementar la eficiencia relativa en comparacién con los individuos
solitarios (Whitehouse & Lubin 2005). Por ejemplo, la cooperacidon en el mantenimiento o en el
cuidado de las crias puede permitir una cooperacion laboral en la consecucién de los recursos
alimenticios o en la defensa contra los enemigos naturales (Bilde et al. 2005).

El comportamiento sexual de las arafias ha llamado poderosamente la atencién debido a la
enorme diversidad de despliegues y estrategias que presentan (Schneider & Andrade 2011). Sin

embargo, es escaso el conocimiento que se tiene acerca del comportamiento sexual en relacién
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con el grado de socialidad. EI comportamiento sexual podria ser considerado una variable
importante para ayudar a caracterizar los diferentes niveles de socialidad en arafias, cuasisocial,
subsocial y solitaria. Esta importancia se debe a que las estrategias reproductivas estan
relacionadas con variables utilizadas para caracterizar estos niveles, como dispersion, tamafio de
grupo y comportamientos cooperativos. Por lo tanto, investigar acerca de los mecanismos
reproductores que presentan las especies con diferente grado de socialidad, ofrece la posibilidad
de aproximarse desde otro enfoque y complementar la comprensiéon de la evolucion de la
socialidad en las arafias.

El género Anelosimus es un modelo ideal para el estudio evolutivo de la socialidad, debido a
que contiene la mayor cantidad de origenes independientes de socialidad en arafias (Agnarsson et
al. 2006) y tiene una amplia distribucién geografica (Agnarsson 2006; Guevara & Avilés 2015).
Ademads, contiene una variedad de sistemas sociales, que van desde solitario a cuasisocial (Avilés
1997; Lubin & Bilde 2007), por lo tanto, posibilita el estudio comparativo de comportamientos
dentro de un mismo linaje evolutivo con diferentes grados de socialidad.

En este escenario, el objetivo planteado para este capitulo es comparar el comportamiento
de cortejo, cépula e induccion espermatica en tres especies del género Anelosimus con distinto
grado de socialidad: una especie solitaria, A. nigrescens, una subsocial, A. vierae, y una especie

intermedia entre subsocial y cuasisocial, A. jabaquara.

MATERIALES Y METODOS

Recolecciéon y mantenimiento

A. vierae: la metodologia utilizada para la recoleccién y mantenimiento de los individuos fue la
misma que la utilizada en el capitulo I.

A. nigrescens y A. jabaquara: Se recolectaron nidos de ambas especies durante noviembre
de 2014, a partir de varios arboles de la zona de bosque semi-deciduo estacional, localizado en el

area protegida Sierra de Japi, Jundiai, San Paulo, Brasil (23°11'S, 46°52'W). Los nidos fueron
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colocados en bolsas de nailon cerradas y trasladados al laboratorio de la base ecoldgica de Sierra
de Japi.

En el laboratorio los individuos de cada nido fueron sexados y criados por separado en cajas
de Petri (4 cm de diametro y 1.2 cm de alto). Se alimentaron tres veces por semana con moscas de
la fruta (Drosophila spp.) y se les suministré6 humedad mediante un algodén embebido en agua. La

temperatura y humedad en condiciones de laboratorio fue de 23.52 2Cy 51.30 %.

Etapa experimental

Los encuentros entre machos y hembras, asi como la descripcion de los comportamientos de
cortejo y copula, siguieron la misma metodologia utilizada en el capitulo I. Las matrices de
transicion del cortejo y copula de las dos especies brasileras se encuentran en el Anexo (Tablas 9 a
16). El numero de experiencias realizadas para A. jabaquara y A. nigrescens fue de 20. El nimero
de eyaculaciones durante la cdpula se estimd contando las expansiones de la hematodoca de los
bulbos palpares (Robinson & Robinson 1980). El conteo se realizd Unicamente en parejas que
realizaron cdpulas "precisas" (parejas que insertaron un bulbo y luego el otro) durante un minuto
en distintos momentos de cada insercion bulbar: al comienzo, transcurrido un 25%, en la parte
media, transcurrido un 75% vy al finalizar la insercion.

Luego de finalizada la cépula, las especies brasileras fueron dejadas 2 h mas para observar
la existencia de induccion espermatica en los machos.

Se realizo el mismo procedimiento estadistico que en el capitulo I.

RESULTADOS

Los resultados del comportamiento de cortejo y cépula de A. vierae se detallan y discuten en el
capitulo I. A continuacién se describen los resultados obtenidos del cortejo y la cépula de las dos
especies brasileras, y de la induccion espermatica de A. jabaquara. Se realiza una comparacién de

las caracteristicas generales del comportamiento sexual de las tres especies.
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CORTEJO DE A. jabaquara

Al menos uno de los dos sexos cortejé en 13 de las parejas, mientras que en otras siete no hubo
cortejo durante los primeros 40 min de observacion; estas ultimas fueron descartadas. La latencia
del cortejo fue de 16.19 + 11.96 min. El cortejo inicié cuando los machos detectaron a las hembras
y tuvo una duracion total de 17.32 + 22.09 min (rango= 0.28 - 84.40 min). En total se observaron
12 unidades comportamentales, nueve de las cuales fueron realizadas tanto por los machos como
por las hembras. Dos unidades comportamentales fueron realizadas Unicamente por los machos:
Vibracion abdominal e Intento de insercion, mientras que Extension de una pata fue exclusiva de
las hembras. La descripcion de las unidades se detalla en la Tabla 4.1.

En sintesis, cuando los machos se acercan a las hembras, éstas se desplazan, acercandose o
alejandose de ellos. Los machos permanecen inmdviles y luego comienzan a tensar hilos de seda
con las patas anteriores. Las hembras receptivas responden al cortejo, acercandose a los machos y
realizan tensién de hilos, en direccion hacia ellos. Luego, machos y hembras extienden patas y
palpos. En esta posicion, los machos tocan con las patas anteriores a las hembras hasta llegar a la
zona del epigino, donde realizan varios intentos de insercidn alternando los dos palpos. Previo a
los intentos de insercidn, las hembras no adoptan una postura clara de cépula, lo que obliga a los
machos acomodarse para intentar realizar la insercién. Algunas hembras tardan en responder
receptivamente, alejandose de los machos y colocan hilos de seda, se desplazan, acicalan sus patas
y palpos, y/o permanecer quietas (Fig. 4.1)

En ambos sexos las unidades comportamentales mds frecuentes fueron Quietud (3= 7.54 +
7.33 veces/individuo; Q= 11.77 + 12.58 veces/individuo) y Desplazamiento (3= 5.38 + 6.18
veces/individuo; 9= 5.08 t+ 6.16 veces/individuo), seguidas de Toqueteo (5.38 + 5.85
veces/individuo) e Intento de insercion (4.31 + 4.29 veces/individuo) en los machos; y Extension de
una pata (5.69 = 6.09 veces/individuo) en las hembras. La unidad comportamental de mayor
duracién fue Quietud para ambos sexos (3= 10.74 + 17.22 min; Q= 12.65 + 18.64 min). El resto de

unidades comportamentales tuvieron una corta duracién, en ambos sexos (Fig. 4.2).
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Tabla 4.1. Descripcién de las unidades comportamentales del cortejo de A. jabaquara, A. nigrescens y A. vierae y. Se indica quién realiza cada unidad, si el macho (&), la
hembra (?) 0 ambos (3 y @), para cada especie.

. .o A. A. A.
Unidad comportamental Descripcion , . .
jabaquara vierae nigrescens
Vibracién abdominal Oscilaciones verticales del abdomen 3 3 4
Intento de insercion Realiza varios intentos de insercidn sobre el epigino de la hembra con alguno de los 6rganos E E a
copuladores
Extensién de una pata En quietud, extiende y rota una de las patas Q Q Q
Tension de hilos Tensidn y liberacién de hilos de seda con pata l, [l y Il 3yQ 3yQ 3yQ
Toqueteo Con patas anteriores toca a la pareja JyQ 3y @ 3y @
Extension de palposy patas  Extensidn de palpos y patas anteriores en direccion a la pareja Jy? JyQ 3yQ
Quietud Ausencia de movimiento dy Q@ dy Q@ Jy?
Alejamiento Camina en direccién opuesta a la pareja 3yQ Jy? 3y?
Acercamiento Camina en direccién a la pareja dy Q@ dy Q 3y Q
. Se desplaza moviendo alternadamente los palpos y colocando de vez en cuando uno de ellos en

Despl

esplazamiento los queliceros 3yQ 3y? 3yQ
Colocacion de hilos de seda A medida que avanza coloca hilos de seda JdyQ 3y @ 3y @
S;::::)Ijmlento de patas y/o Lleva alguna de sus patas o palpos hacia los queliceros 3yQ 3yQ 3yQ
Acercamiento rapido Camina bruscamente en direccion a la pareja - - 3yQ
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Figura 4.1. Diagrama de flujo del cortejo en A. jabaquara. En el recuadro naranja se representan las unidades realizadas por las hembras y en el celeste por los machos. El
grosor de las flechas indica la probabilidad de transicidn de una unidad a la siguiente. Solo se representan las probabilidades mayores o iguales a 20% para las transiciones
intra-sexuales y las mayores o iguales a 25% para las transiciones inter-sexuales. Los asteriscos indican las transiciones que ocurren con mayor frecuencia de lo esperado
por azar (con valores de Z > 1.96).
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Figura 4.2. (A) Frecuencia y (B) duracién de cada unidad comportamental involucrada en el cortejo de machos y
hembras en A. jabaquara. Se representa la media y el desvio estandar de los valores.
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COPULA DE A. jabaquara

Todas las parejas que cortejaron, copularon (n=13). La latencia de la cépula fue de 40.92 + 31.80
min y la duracidén total 190.44 £ 66.57 min (rango= 21.78 - 269.79 min). El tiempo de insercion del
bulbo copulador izquierdo fue de 96.86 + 31.95 min, y del bulbo copulador derecho de 93.58 +
42.68 min. En total se observaron 20 unidades comportamentales, ocho de las cuales fueron
realizadas por ambos sexos. Diez unidades fueron realizadas exclusivamente por los machos:
Toqueteo, Acercamiento, Acicalamiento de palpos, Intento de insercion de palpo izquierdo, Intento
de insercion de palpo derecho, Insercion de palpo izquierdo, Insercion de palpo derecho, Trenes de
vibracion abdominal, Retiro de palpo izquierdo y Retiro de palpo derecho.

No se observé una preferencia de los machos por insertar alguno de los bulbos copuladores
en primer lugar; seis machos insertaron el bulbo derecho en primera instancia, mientras que siete
insertaron el izquierdo (Test de Fisher, p= 1.0). Dos unidades fueron realizadas exclusivamente por
las hembras: Movimiento de palpos y Acicalamiento de patas y/o palpos. La descripcidon de las
unidades tanto de machos como de hembras se detalla en la Tabla 4.2.

En sintesis, una vez que la hembra acepta el cortejo, el macho realiza varios intentos de
insercion, raspando con sus érganos copuladores el epigino de la hembra. Cuando logra introducir
uno de ellos realiza multiples eyaculaciones (Fig. 4.3). Posteriormente, la pareja se separa y el
macho inserta el otro bulbo copulador, con el que también eyacula repetidas veces. Este escenario

de "cépula precisa" (definida en el capitulo 1) ocurrié en siete parejas.

Figura 4.3. Cépula de A. jabaquara. Se observa el bulbo copulador izquierdo del macho inserto en el orificio genital
de la hembra. La flecha sefala la hinchazén de la hematodoca. Izquierda: macho; derecha: hembra. Foto: Carolina
Rojas.
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En seis parejas ocurrieron "cépulas poco precisas": en cinco casos los machos insertaron dos o mas
veces uno de los bulbos copuladores y el otro lo insertaron una sola vez. En un caso el macho
insertd cuatro veces el bulbo derecho y tres veces el izquierdo. Durante ambos tipos de cdpula, los
machos realizan trenes de vibracion abdominal con el bulbo copulador insertado. Las hembras
permanecieron quietas mientras los machos presentaban su érgano copulador inserto (Fig. 4.4).

Las unidades comportamentales mas frecuentes en los machos fueron Acicalamiento de
palpo (13.23 + 9.48 veces/individuo), Quietud (10.69 + 9.94 veces/individuo), Intento de insercion
de palpo derecho (7.08 + 7.12 veces/individuo), Quietud en copula (6.08 * 3.43 veces/individuo) e
Intento de insercion de palpo izquierdo (5.61 + 4.80 veces/individuo). En las hembras las unidades
mas frecuentes fueron Quietud (5.15 + 3.87 veces/individuo) y Quietud en cépula (2.92 + 1.44
veces/individuo). Para ambos sexos, la unidad comportamental de mayor duracién fue Quietud en
cépula (3= 189,95 + 66.62 min; Q= 183.33 + 66.17 min). En relacién con Quietud en cépula, el
resto de unidades tuvo muy poca duracion (Fig. 4.5).

Todas las finalizaciones de las inserciones palpares fueron llevadas a cabo por los machos, y
por lo tanto también el final de la cdpula. En todas las ocasiones los machos retiraron

voluntariamente su bulbo copulador del orificio genital de la hembra.

87



Tabla 4.2. Descripcion de las unidades comportamentales de la cdpula de A. jabaquara, A. nigrescens y A. vierae. Se indica quién realiza cada unidad, si el macho (&), la

hembra (?) 0 ambos (J'y @), para cada especie. PD: palpo derecho; PI: palpo izquierdo.

Unidad comportamental

Descripcion

A. jabaquara A.vierae A. nigrescens

Insercion de palpo izquierdo
Insercidn de palpo derecho
Intento de insercién PI
Intento de insercién PD
Trenes de vibracidon de abdomen
Retiro de palpo izquierdo
Retiro de palpo derecho
Acicalamiento de palpos
Cortejo

Separacién

Extension de palpos y patas
Quietud en cépula

Quietud

Toqueteo

Alejamiento

Acercamiento
Desplazamiento

Colocacidn de hilos de seda
Toqueteo en cépula
Acicalamiento de patas y/o palpos
Movimiento de palpos

Giro

Movimiento abdominal
Flexion de patas | y Il
Desplazamiento en cépula

Acicalamiento de epigino

Inserta el drgano copulador izquierdo en el orificio genital de la hembra
Inserta el rgano copulador derecho en el orificio genital de la hembra
Realiza varios intentos de insercion con el érgano copulador izquierdo
Realiza varios intentos de insercion con el érgano copulador derecho
Movimientos del abdomen hacia arriba y abajo

Retira el 6rgano copulador izquierdo del orificio genital de la hembra
Retira el érgano copulador derecho del orificio genital de la hembra
Lleva alguno de sus palpos hacia los queliceros

Realiza algunas de las unidades involucradas en el cortejo

Retrocede en direccién contraria a la pareja

Extensidon de palpos y patas anteriores en direccion a la pareja

Quietud mientras el macho permanece con su érgano palpar insertado en el orificio de la hembra
Ausencia de movimiento

Con patas anteriores toca a la pareja

Camina en direccion opuesta a la pareja

Camina en direccion a la pareja

Desplazamiento sobre la seda

Coloca hilos de seda con las hileras

En copula, toca con patas anteriores a la pareja

Lleva alguna de sus patas o palpos hacia los queliceros

Movimientos alternados de los palpos

Gira todo su cuerpo

Movimiento del abdomen hacia abajo cuando el macho deja de eyacular
Flexiones rapidas de las articulaciones fémur-patela de patas I y II
Durante la cépula camina sobre la seda

Lleva patas Il al epigino y luego hacia los queliceros

Oy Oy Oy Oy Oy Oy Oy Oy
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Figura 4.4. Diagrama de flujo de la copula de A. jabaquara. En el recuadro naranja se representan las unidades realizadas por las hembras y en el celeste por los machos. El
grosor de las flechas indica la probabilidad de transicidon de una unidad a la siguiente. Solo se representan las probabilidades mayores o iguales a 25% para las transiciones
intra-sexuales y las mayores o iguales a 30% para las transiciones inter-sexuales. Los asteriscos indican las transiciones que ocurren con mayor frecuencia de lo esperado
por azar (con valores de Z > 1.96).

89



f
O
N

(<]

(sauololrede ap ,u) IoUBNIaI4

(uiw) odwaiy

. -
25 — .
o £
We

H =
[ il
&t
— -
= —”%
t
—

]

— —_—

———

]

— —

T—

{
1 1 1 1 rmr 1©r 1T 1T 1T % 1 1 1
o o) o o) OO0 0000 « — o

N = b OMmMomHdD

MAN- A

Figura 4.5. (A) Frecuencia y (B) duracidon de cada unidad comportamental involucrada en la cépula de machos y

hembras en A. jabaquara. Se representa la media y el desvio estandar de los valores.

90



INDUCCION ESPERMATICA DE A. jabaquara

Ocho de los trece machos que copularon realizaron induccién espermatica luego de la cépulay la
latencia fue de 75.02 £ 16.99 min. Durante las observaciones ninguno de los machos realizd
induccion espermatica antes de copular.

Los machos de A. jabaquara realizaron los mismos procedimientos que los descritos en el
capitulo | para A. vierae, tanto para la construccion de la tela espermatica, como la emergencia de
la gota de esperma y la recarga de los bulbos copuladores. Durante la construccion de la tela
espermatica, los machos realizaron 13.50 + 1.41 movimientos abdominales desde un hilo paralelo
hacia el otro. La construccidn resultante fue una tela horizontal con forma de reloj de arena. El
proceso de construccién de la tela durd 20.62 + 3.07 s (Fig. 4.6 A).

Luego de la construcciéon de la tela espermatica, la deposicién de la gota de esperma les
llevé 21.37 + 5.34 s. La gota fue colocada en la zona de arriba de la tela espermatica y fue
absorbida desde el mismo lado de la superficie de la tela. Los machos realizaron un total de 2.00
0.53 cambios de pedipalpos y absorbieron completamente la gota luego de 51.25 + 14.38 s,
excepto en dos casos donde los machos dejaron residuos de esperma en la tela (Fig. 4.6 B). Luego
de la absorcion de la gota espermatica, cinco machos permanecieron 4.00 + 2.32 min en quietud
con uno de sus bulbos copuladores fijos en el lugar donde habian realizado la transferencia de
esperma. Los otros tres machos al finalizar la induccion espermatica se desplazaron.

La duracién del proceso de induccién espermdtica completo (construccion de la tela
espermatica + emergencia de la gota de esperma + recarga de los pedipalpos) fue de 1.55 + 0.25

min. Las telas espermaticas no fueron consumidas por los machos.

Figura 4.6. (A) Tela espermatica de A. jabaquara luego de haber absorbido la gota de esperma. (B) Tela espermatica
con una porcion de la gota sin absorber (indicada por la flecha). Fotos: Carolina Rojas.
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CORTEJO DE A. nigrescens

Uno de los sexos cortejé en 11 de las parejas, mientras que en nueve casos no hubo cortejo dentro
de los primeros 40 min de observacidn; estas ultimas fueron descartadas. La latencia del cortejo
fue de 9.97 £ 12.37 min. El cortejo dio inicio cuando los machos detectaron a la hembras y tuvo
una duracion total de 34.74 + 17.13 min (rango= 17.78 - 64.32 min). En total se observaron 13
unidades comportamentales, diez de las cuales fueron realizadas tanto por los machos como por
las hembras. Vibracion abdominal e Intento de insercion fueron realizadas exclusivamente por los
machos y Extension de una pata por las hembras (Tabla 4.1).

En sintesis, cuando los machos se acercan a las hembras, éstas permanecen quietas o se
desplazan, acercdndose o alejdndose de ellos. Los machos permanecen inmdviles y luego
comienzan a tensar hilos de seda con las patas anteriores; se acercan a las hembras y toquetean su
abdomen. En muchos casos las hembras permanecen inmdéviles ante este estimulo. Pero en otros,
las hembras receptivas responden al cortejo de los machos acercandose lentamente o de forma
brusca y repentina. Los machos también pueden llevar a cabo esta ultima unidad durante el
cortejo. Al acercarse, las hembras realizan tension de hilos en direccion hacia ellos, luego de lo cual
machos y hembras extienden patas y palpos. En esta posicion, los machos tocan con patas
anteriores a las hembras hasta llegar a la zona del epigino, donde realizan varios intentos de
insercion con uno u otro palpo.

Las hembras no adoptan una clara postura de cdpula, por lo que los machos se acomodan
para poder realizar los intentos de insercion. Algunas hembras tardan en responder
receptivamente al cortejo, en estos casos las hembras se alejan de los machos y colocan hilos de
seda, se desplazan, acicalan sus patas y palpos, y/o permanecen en quietud (Fig. 4.7).

En ambos sexos la unidad comportamental mas frecuente durante el cortejo fue Quietud
(&= 74.36 + 52.15 veces/individuo; 9= 70.64 + 49.30 veces/individuo). Seguida de Desplazamiento
(40.00 + 22.99 veces/individuo), Vibracion abdominal (17.36 + 27.42 veces/individuo) y Tension de
hilos (16.82 + 12.16 veces/individuo) en los machos; y Tension de hilos (33.00 + 36.28
veces/individuo), Alejamiento (14.54 + 11.21 veces/individuo) y Desplazamiento (14.18 + 10.67
veces/individuo) en las hembras. En ambos sexos las unidades comportamentales de mayor
duracién fueron Quietud (3= 18.84 + 11.53 min; @= 31.30 *+ 16.82 min) y Desplazamiento (3=

16.01 £ 10.61 min; 9= 4.88 £ 4.90 min); el resto de las unidades tuvieron corta duracién (Fig. 4.8).
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Figura 4.7. Diagrama de flujo del cortejo en A. nigrescens. En el recuadro naranja se representan las unidades realizadas por las hembras y en el celeste por los machos. El
grosor de las flechas indica la probabilidad de transicién de una unidad a la siguiente. Solo se representan las probabilidades mayores o iguales a 20% para las transiciones
intra-sexuales y las mayores o iguales a 25% para las transiciones inter-sexuales. Los asteriscos indican las transiciones que ocurren con mayor frecuencia de lo esperado
por azar (con valores de Z > 1.96).
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COPULA DE A. nigrescens

Todas las parejas analizadas copularon (n=11). La latencia de cépula fue de 56.84 + 28.26 min y la
duracion total de 459.21 + 175.80 min (rango= 24.28 - 691.24 min). La duracién de la insercién del
bulbo copulador derecho fue de 248.63 + 122.29 min; y la del bulbo copulador izquierdo de 210.58
+ 99.24 min. En total se observaron 22 unidades comportamentales, siete de las cuales fueron
realizadas por ambos sexos. Once fueron realizadas exclusivamente por los machos: Toqueteo,
Desplazamiento, Acicalamiento de palpos, Alejamiento, Intento de insercion de palpo izquierdo,
Intento de insercion de palpo derecho, Insercion de palpo izquierdo, Insercion de palpo derecho,
Trenes de vibracion abdominal, Retiro de palpo izquierdo y Retiro de palpo derecho. No se observé
una preferencia de los machos por insertar uno u otro palpo en primer lugar; seis machos
insertaron el palpo izquierdo en primera instancia, mientras que cinco insertaron el palpo
izquierdo (Test de Fisher, p=1.0).

Cuatro unidades fueron realizadas exclusivamente por las hembras: Acicalamiento de patas
y/o palpos, Desplazamiento en cdpula, Flexion de patas | y I, y Acicalamiento de epigino. El
desplazamiento en cdpula y las flexiones de patas anteriores de las hembras coincidieron cuando
la hematodoca se encontraba en reposo (el macho no estaba eyaculando) (Tabla 1.1).

Luego de que el macho realiza varios intentos de insercion, raspando con sus bulbos el
epigino de la hembra, logra introducir uno de ellos, con el que realiza varias eyaculaciones (Fig.
4.9). Posteriormente la pareja se separa, y en el siguiente encuentro el macho inserta el otro bulbo
copulador, con el que también eyacula repetidas veces. Este tipo de "cépula precisa"” ocurrié en
ocho parejas. En las otras tres parejas ocurrieron "cdpulas poco precisas": en dos casos los machos
insertaron dos o mas veces uno de los bulbos y el otro una sola vez. En el otro caso el macho
inserté Unicamente el bulbo izquierdo. Durante la cépula, machos y hembras tocan a su pareja con
patas anteriores, los machos ademas realizan trenes de vibracion abdominal y las hembras se
desplazan cortas distancias por los hilos de seda y realizan flexiones bruscas de patas anteriores
(Fig. 4.10).

En los machos las unidades comportamentales mas frecuentes en la cépula fueron Quietud
(6.73 £ 4.43 veces/individuo) y Quietud en coépula (6.36 * 5.35 veces/individuo). Mientras que en
las hembras ocurrié de forma inversa: Quietud en cépula (7.36 + 9.89 veces/individuo) y Quietud

(3.91 * 3.75 veces/individuo). Quietud en copula fue la unidad de mayor duraciéon en ambos sexos
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(&= 458.86 + 175.91 min; @=456.75 + 174.76 min), mientras que el resto de unidades fueron muy
cortas (Fig. 4.11).

Figura 4.9. Cépula de A. nigrescens. Se observa el bulbo copulador derecho del macho inserto en el orificio genital de
la hembra. La flecha sefiala la hinchazén de la hematodoca. Izquierda: hembra; derecha: macho. Foto: Carolina
Rojas.

La finalizacion de todas las inserciones palpares fue llevada a cabo por los machos. La cépula
también fue finalizada por los machos. En todas las ocasiones los machos retiraron
voluntariamente su bulbo copulador del orificio genital de la hembra. No se observd canibalismo
sexual por parte de las hembras. Sin embargo, luego de que el macho finalizé la cdpula, seis
hembras realizaron comportamientos agonisticos, con persecuciones e intentos de mordidas y
mordidas consumadas. En ninguno de estos casos se observé pérdida de hemolinfa de los machos,
ni que las hembras les quitaran apéndices.

Los machos de A. nigrescens no realizaron induccion espermdtica durante las

observaciones.
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COMPARACION DEL COMPORTAMIENTO SEXUAL DE LAS TRES ESPECIES DE Anelosimus

La latencia del cortejo fue de 13.50 + 13.76 min en A. nigrescens, 3.14 + 6.37 min en A. vierae y
16.19 + 11.96 min en A. jabaquara. Se encontraron diferencias significativas entre la latencia de
cortejo de las tres especies (H=22.19; p=1.5x10"). Al comparar de a pares se encontraron
diferencias significativas entre A. nigrescens y A. vierae (U=56; p=0.0006); y entre la latencia de A.
vierae y A. jabaquara (U=55; p=8.3x107). La latencia de cortejo de A. vierae fue significativamente
menor que la de las otras especies (Fig. 4.12 A).

En general, el cortejo en las tres especies fue simple y basado en vibraciones abdominales,
tension de hilos con patas anteriores y toqueteo. A. vierae y A. jabaquara desplegaron las mismas
unidades comportamentales durante el cortejo, mientras que A. nigrescens sumé la unidad
comportamental acercamiento rdpido para ambos sexos (Tabla 4.1). La duracidn del cortejo fue de
40.58 * 22.26 min en A. nigrescens, 34.13 = 32.94 min en A. vierae y 17.1 £+ 22.2 min en A.
jabaquara. Se encontraron diferencias en la duracion del cortejo de las tres especies (H=7.55;
p=0.023). Al comparar de a pares, sélo existieron diferencias significativas entre la duracién del
cortejo de A. nigrescens y de A. jabaquara (U=20; p=0.003), indicando que la duracion del cortejo
de la especie solitaria fue significativamente mayor que la de la especie mas social (Fig. 4.12 B).

La latencia de cdpula fue de 56.33 + 26.86 min en A. nigrescens; 37.64 + 33.02 min en A.
vierae; y 43.58 + 31.92 min en A. jabaquara. No se encontraron diferencias significativas entre las
tres especies (H=4.64; p=0.098), pero al comparar de a pares, se encontraron diferencias
significativas entre la latencia de A. nigrescens y A. vierae (U=108; p=0.038) (Fig. 4.12 C).

Durante la cépula, los machos de las tres especies insertaron un bulbo, realizaron varias
eyaculaciones, lo retiraron, y luego insertaron el otro bulbo con el que realizaron también
eyaculaciones. Las tres especies desplegaron en comun 17 unidades comportamentales de cépula.
Cuatro de estas presentaron una variacidon entre las especies de acuerdo al sexo que la realizaba.
Toqueteo en copula fue una unidad comun para A. nigrescens y A. vierae, con la diferencia que en
A. nigrescens fue realizada por ambos sexos, mientras que en A. vierae Unicamente por el macho.
Colocacion de hilos de seda estuvo presente tanto en machos como en hembras de A. vierae y A.
jabaquara. Acicalamiento de patas y/o palpos fue una unidad comun en las hembras de A.

nigrescens y A. jabaquara.
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Las unidades comportamentales en cépula exclusivas estuvieron presentes Unicamente en
las hembras. En A. nigrescens fueron Flexion de patas | y Il, Desplazamiento en cdpula vy

Acicalamiento de epigino; en A. vierae Giro y Movimiento abdominal; y en A. jabaquara

Movimiento de palpos (Tabla 4.2).
La duracidn total de la copula fue de 459.20 + 175.80 en A. nigrescens, 77.24 + 30.44 en A.

vierae y 190.40 + 66.57 min en A. jabaquara. Existieron diferencias significativas en la duracién de
la cépula entre las tres especies (H=29.62; p=3.7x107). La cépula de A. nigrescens fue la de mayor

duracion, seguida de la de A. jabaquara, mientras que A. vierae fue la especie con la copula mas

corta (Fig. 4.12 D).
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El nUmero de eyaculaciones durante el primer minuto de insercién, tanto con el primer
bulbo como con el segundo, fue significativamente menor en A. vierae respecto a A. jabaquara
(U=0; p=0.012); no existieron diferencias con A. nigrescens.

Transcurrido un 25% de la insercidon con el primer bulbo, existieron diferencias significativas
en el niumero de eyaculaciones entre las tres especies (H=13.08; p=0.0014) siendo mayor en A.
vierae, seguido de A. jabaquara. Respecto al segundo bulbo utilizado, se observaron diferencias
significativas en el niumero de eyaculaciones entre A. nigrescens y A. vierae (U=0; p=0.0073); y
entre A. nigrescens y A. jabaquara (U=0; p=0.0073).

Luego de transcurrido un 50% de la insercidn, se encontraron diferencias significativas en el
numero de eyaculaciones con ambos bulbos (primero y segundo) entre las tres especies (primer
bulbo utilizado: H=12.84, p=0.0016; segundo bulbo utilizado: H=13.01, p=0.0015), siendo mayor en
A. vierae, seguido de A. jabaquara. Transcurrido un 75% de la insercidon, también se vieron las
mismas diferencias entre las tres especies (primer bulbo: H=12.42, p=0.0020; segundo bulbo:
H=13.01, p=0.0015). No existieron diferencias en el nimero de eyaculaciones realizadas con
ambos bulbos durante el dltimo minuto de insercion (Fig. 4.13).

Tanto el macho como la hembra finalizaron la cépula en A. vierae, a diferencia de A. nigrescens y
A. jabaquara donde la culminacién de la cdpula fue determinada siempre por el macho.

El comportamiento de induccién espermatica, seguido de la cépula, fue observado en los
machos de A. vierae y A. jabaquara. En general, el proceso de induccidon espermadtica de ambas
especies resultd ser similar. Sin embargo, las duraciones de las distintas etapas, y por lo tanto, la
duracion total del proceso, fueron significativamente mayores en A. vierae que en A. jabaquara.
Ademas, la cantidad de movimientos abdominales que los machos realizaron para poder construir
la tela espermatica y en la cantidad de cambios de bulbo en contacto con la gota de esperma
fueron significativamente mayores en A. vierae que en A. jabaquara. En la tabla 4.3 y en la figura
4.14 se detallan las diferencias de las caracteristicas de la induccién espermadtica de ambas

especies.
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momentos de la insercidn de las tres especies de Anelosimus analizadas.
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Tabla 4.3. Comparaciones entre las diferentes caracteristicas de la induccion espermatica de A. vierae y A.
jabaquara. Los valores se muestran como la media * el desvio estandar. Con asteriscos se sefalan las diferencias
significativas.

A. vierae A. jabaquara Estadistico
Latencia de construccion de la tela (min) 2233+7.10 75.02+16.99 U=0; p=4.1x10"*
Duracion de construccién de la tela (s) 36.64+9.18s 20.62+3.07 t=4.79; p=4.9x10"*
Movimientos abdominales para construir la tela (veces) 19.64+394 13.50%+1.41 t=4.26;p=0.0002*
Duracion de la colocacion de la gota de esperma (s) 35.32+11.09 21.37+5.34 U=19.50; p=0.0014*
Duracion de la recarga de los bulbos (s) 196.68 + 62.23 51.25 + 14.38 t=6.48; p=5.1x10"*
Cantidad de cambios de palpos en contacto con la gota (veces) 10.45 +3.42 2.00+1.41 t=6.89; p=1.7x107*
Duracion total del proceso (min) 447 +1.38 1.55+0.25 t=6.95; p=1.5x10"*
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Figura 4.14. Comparaciones (test U de Mann Whitney, test t de Student) entre las duraciones de las tres etapas de la
induccion espermatica de los machos de A. vierae y A. jabaquara. Con asteriscos se muestran las diferencias
significativas: ***= p<0.001; **= p<0.01.
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DISCUSION

El cortejo de las tres especies coincide con el nivel 2 observado en aranas tejedoras, donde el
cortejo de los machos se desencadena al estar en contacto directo con la tela de la hembra,
principalmente debido a las feromonas de contacto depositadas por ella (Foelix 2011; Schneider &
Andrade 2011). En la mayoria de los casos los machos dan inicio al cortejo, y las hembras
responden receptivamente, realizando extensidon de patas y palpos hacia ellos. El cortejo de A.
vierae y A. jabaquara consistio de las mismas unidades comportamentales aunque variaron en
tiempo y frecuencia. Mientras que los machos y hembras de la especie solitaria realizaron ademas
acercamientos rapidos y bruscos dirigidos hacia la pareja, incorporando un mayor despliegue. El
mecanismo de produccién de sefiales vibratorias que realizan los machos de las tres especies al
tensar hilos de seda durante el cortejo, es coincidente con lo observado en varias aranas de tela
(Gerhardt 1924; Robinson & Robinson 1980; Elgar & Nash 1988; Starr 1988; Bartos 1998; Eberhard
& Huber 1998). Se ha observado que los machos de varios teridios realizan tensién de hilos para
atraer a las hembras, como en varias especies del género Latrodectus (Ross & Smith 1979; Forster
1995; Andrade 1996; Andrade & Banta 2002), varias especies del género Achaearaneae (Lubin
1986; Gonzalez & Poncio 1992; Gonzdlez & Armendano 1995), y varias especies del género
Tidarren (Knoflach & Benjamin 2003; Knoflach 1998; Knoflach & van Harten 2001, 2010).

La duracidn del cortejo en las tres especie resultd ser variable, y fue significativamente mas
extenso en A. nigrescens que en A. jabaquara. A pesar de que la extensién del cortejo en arafias es
variable (Schneider & Andrade 2011), era de esperar que la arafa solitaria tuviera un cortejo de
mayor duracion, seguido de la especie subsocial, y que la arafia mads social presentara un cortejo
reducido. Esto, debido a que los machos de especies solitarias tienden a ser mas cautelosos
durante los encuentros sexuales para evitar ser canibalizados (Schneider & Andrade 2011). Sin
embargo, no se observé canibalismo sexual en A. nigrescens, aunque varias hembras persiguieron
e intentaron morder a los machos, en algunos casos con éxito.

En este mismo sentido, las hembras de las especies mas sociales presentan habitos
tolerantes (Kullman 1972; Buskirk 1981), por lo que los machos no necesitarian inhibir la
agresividad de las hembras con sefales de cortejo conspicuas y de larga duracién. Las diferencias

en la duracion del cortejo de los machos entre las diferentes especies, podria reflejar un balance
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entre los costos y los beneficios de realizar un cortejo prolongado (Schneider & Andrade 2011). Por
ejemplo, machos que exhiben cortejos largos tienen el potencial riesgo de ser interrumpidos por
otros machos rivales. Quizas, en la naturaleza este fendmeno no sea frecuente para la especie
solitaria, mientras que en especies sociales es probable que mds de un macho encuentre y corteje
a una hembra (Albo et al. 2007; Rojas Buffet & Viera 2015).

Como se menciond, la posicion de apareamiento de las tres especies coincide con el tipo 2,
comun en las arafas de tela (Foelix 2011). Macho y hembra cuelgan de la tela, y los 6rganos
copuladores del macho se insertan alternadamente en los orificios de la hembra. En las tres
especies la copula ocurrid en la tela de la hembra en el refugio de esta o cercano a este. En las tres
especies se distinguieron dos tipos de cdpulas, las "precisas" y "poco precisas". En el caso de A.
vierae las copulas "precisas" implicaron menos intentos de insercion de los bulbos copuladores
que en las "poco precisas". Por tanto, en esta especie, es probable que estos dos patrones de
apareamiento observados se deban a las altas frecuencias de fallas al insertar los bulbos en los
orificios genitales de las hembras. En las tres especies el émbolo presenta una zona basal con
forma de espiral, pero cerca de la punta del émbolo de A. vierae y A. jabaquara existe una
bifurcacidon que no existe en A. nigrescens (Agnarsson 2005, 2006, 2012). A. nigrescens presenta
una bifurcacién con forma de herradura de caballo al finalizar la espiral del émbolo (Agnarsson
2005). La morfologia de los émbolos podria estar dando cuenta de estos dos tipos de cépulas.
Posiblemente los émbolos con una morfologia mas compleja sean mas dificiles de insertar. A
futuro, seria interesante aumentar el nimero de experiencias de cépula de la especie solitaria y de
la mas social para poder relacionar estos dos tipos de cépulas con las caracteristicas de las mismas.
Ademas, seria interesante poder correlacionar mas detalladamente la morfologia de los émbolos,
utilizando Microscopia Electréonica de Barrido, con el tipo de cépula. De esta forma se podria
determinar por qué ocurren uno y otro tipo de cépulas.

La mayoria de las unidades comportamentales en la cépula fueron comunes para las tres
especies. En ellas se observd que luego de la insercidon palpar los machos realizan movimientos
abdominales. Como fue discutido en el capitulo |, estos movimientos pueden ser considerados
elementos de cortejo copulatorio (Eberhard 1991). Otras unidades comportamentales fueron
compartidas por dos especies, por ejemplo, toqueteo en cépula, comun para la especie subsocial y
la solitaria. Sin embargo, en A. vierae esta unidad fue realizada sélo por dos machos y con baja

frecuencia y duracion. Por el contrario, en A. nigrescens fue una unidad frecuente y de mayor

105



duracion, por lo tanto esta unidad también podria ser considerada un elemento de cortejo durante
la cdpula para esta especie. El cortejo copulatorio de los machos, podria implicar la existencia de
eleccidén criptica femenina (Eberhard 1996). Las hembras podrian sesgar la paternidad a favor de
los machos preferidos por ellas, en este caso, quizds aquellos machos que las estimulen mas
durante el cortejo copulatorio podrian ser favorecidos por las hembras (Eberhard 1996). Seria
interesante evaluar la existencia de eleccidn criptica femenina en estas especies. Para ello seria
necesario cuantificar el cortejo copulatorio de los machos y relacionarlo luego con su éxito
reproductivo. Es esperable que aquellos machos que realicen cortejos copulatorios mas intensos
sean los favorecidos con mayor descendencia.

Durante la cdpula, algunas unidades fueron exclusivas de cada una de las especies
analizadas. Las flexiones de las patas anteriores y el desplazamiento en cdpula de A. nigrescens, asi
como el movimiento abdominal de A. vierae, fueron exhibidos por las hembras y ocurrieron
cuando el macho dejé inmdvil la hematodoca. Estas unidades comportamentales implicarian una
comunicacion intra-copula de las hembras hacia los machos (Eberhard 1991, 1996; Edvardsson &
Arnqvist 2000; Tallamy et al. 2002). Garcia et al. (2015) observd que las hembras de Allocosa
brasiliensis (Petrunkevitch 1910) realizan sacudidas de su cuerpo durante la cdpula, y que existe
una asociacion entre estas sacudidas y la eyaculacidon de los machos. Los autores discuten que
estas sacudidas podrian ser una sefial positiva para inducir en los machos inserciones palpares y
eyaculaciones. En A. vierae y A. nigrescens las unidades comportamentales de las hembras durante
la copula coincidieron con que los machos pararon de eyacular, por lo tanto, al realizar estos
comportamientos las hembras podrian estar comunicando a los machos que continten con la
copula o que se detengan.

La cépula de A. nigrescens fue la de mayor duracion, seguida de la de A. jabaquara y A.
vierae. Quizas la probabilidad de encuentros entre machos y hembras de A. nigrescens sea menor
que en las otras dos especies sociales, y por ello las cdpulas sean mds prolongadas. Por otra parte,
las diferencias en la duracién de la cépula en las dos especies sociales puede deberse a que en A.
vierae no sélo los machos dan por finalizada la cépula, como sucede en A. jabaquara, sino que
también las hembras; quienes estarian definiendo la duracién de la misma como una posible
estrategia de eleccion criptica. A su vez, otros factores que podrian estar influyendo sobre las
diferencias en las duraciones de la cépula, son los diferentes factores abidticos de los lugares

donde habitan estas arafias. En arafas existen varios trabajos que demuestran que los factores
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abidticos, como la temperatura, influyen en distintos comportamientos, como en la construccién
de telas, en las estrategias de forrajeo y en el comportamiento de apareamiento (Davis 1989;
Barghusen et al. 1997; Herberstein & Fleisch 2003). En cuanto al comportamiento de
apareamiento, se ha observado que en varias arafias lobo, las variaciones en la temperatura
influyen en el vigor del cortejo y en la duracién de la cépula (Costa & Sotelo 1984; Davis 1989; Jiao
et al. 2009; Chen et al. 2010; Campbell & Roberts 2015). A pesar de que se trata de especies
diferentes, la temperatura de los sitios donde habitan las arafias estudiadas en esta tesis podria
estar influyendo sobre las diferentes duraciones de la copula.

Otra caracteristica variable en la cépula de las tres especies, quizas relacionada con la
duracion de la misma, fue el nimero de eyaculaciones. En general, el nUmero de eyaculaciones en
los diferentes momentos analizados de la cépula fue mayor en A. vierae, la especie con menor
duracidén total de cdpula, seguida de A. jabaquara, la especie con duracion de copula intermedia.
Finalmente A. nigrescens, la especie con mayor duracidon de cdpula, presentd menor niumero de
eyaculaciones en la mayoria de los momentos de cépula analizados.

Esta es la primera vez que se describe en detalle el proceso de induccién espermatica de las
arafias A. vierae y A. jabaquara, y resultd ser un proceso frecuente en condiciones de laboratorio.
El éxito de haber podido observar varias inducciones espermaticas en los machos de estas dos
especies, se debid probablemente a que ocurrieron relativamente poco tiempo luego de finalizada
la copula. Las etapas de la induccidon espermdtica fueron las mismas en ambas especies:
construccion de la tela espermatica, emergencia de la gota de esperma y recarga de los bulbos
copuladores. Sin embargo, todas las etapas tuvieron una mayor duracidn en la arafia subsocial. En
ambas especies la induccion espermatica fue de corta duracién, no superd los ocho minutos en A.
vierae y los tres minutos en A. jabaquara. Como ocurre en otras araneomorfas, el pequefio
tamafio de la tela espermatica y el corto tiempo invertido en su construccién (Foelix 2011), sugiere
un bajo costo en tiempo y esfuerzo para los machos, en contraste con el alto costo de este proceso
en las migalomorfas (Costa & Pérez-Miles 2002). La posicidon horizontal de la tela espermatica,
coincide con lo observado en aranas (Foelix 2011). La forma de reloj de arena que presentan las
telas espermaticas de las dos especies, difiere respecto a la forma triangular, cuadrada o
trapezoidal descrita para otras araneomorfas (Gertsch 1979; Knoflach 1998; Foelix 2011).

En ambas especies se observaron intensos movimientos abdominales justo antes de la

eyaculacién, por lo que las glandulas epigasticas estarian participando y reforzando la construccién
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de la tela espermatica en el lugar donde va a ser colocada la gota de esperma (Knoflach 1998). En
ambas especies, la carga de esperma con los bulbos copuladores correspondid a la forma directa
(Foelix 2011). Los machos no ingirieron las telas espermaticas luego de finalizar el proceso de
induccion. Esta podria ser una estrategia de estos para evitar la competencia espermatica. En
ambas especies, los machos realizaron el comportamiento de induccién espermatica luego de
aparearse con las hembras, esto sugiere que antes de aparearse sus pedipalpos ya estaban
cargados con esperma, quizas inmediatamente luego de mudar a adultos, como ocurre en la
mayoria de arafias (Austad 1984; Michalik & Rittschof 2011).

A modo de sintesis, se describié el comportamiento sexual de tres especies con diferente
grado de socialidad. Como era de esperar, se encontraron aspectos en comun y aspectos variables
en el comportamiento sexual de las tres especies. El cortejo fue similar, con una duracidn creciente
desde la mas social a la solitaria. La cépula presenté unidades en comun entre las tres especies,
solamente entre dos, y varias unidades fueron exclusivas para cada una. La duracion de la copula
fue mayor en la especie solitaria, seguida de la mas social. El nUmero de eyaculaciones fue mayor
en la subsocial, seguida de la intermedia y la solitaria.

El estudio sobre el comportamiento sexual en estas tres especies con diferente grado de
socialidad, permitié definir comportamientos en comun y comportamientos exclusivos de cada
nivel. Por lo tanto, el comportamiento sexual puede ser considerado un importante insumo a tener
en cuenta, junto con los demds comportamientos analizados previamente en la literatura, para
categorizar y/o caracterizar los diferentes grados de socialidad en arafias. Este estudio
comparativo permitird ademas profundizar respecto a las presiones de selecciéon sexual que se
inter-digitan con las de selecciéon natural, que pueden favorecer el establecimiento y

mantenimiento de la socialidad en las arainas.
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CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El eje central de la presente tesis estuvo enmarcado en la descripcion de los comportamientos
sexuales de tres especies de aranas con diferente nivel de socialidad, una solitaria, una subsocial, y
una intermedia entre subsocial y cuasisocial. El primer capitulo tuvo como objetivo complementar
los conocimientos previos acerca del cortejo y copula de la especie subsocial endémica de Uruguay
Anelosimus vierae; se detallaron y describieron las unidades comportamentales involucradas en
cada comportamiento. De forma general, el cortejo de los machos de A. vierae se desencadena al
entrar en contacto con la tela de la hembra, estos realizan tensiones de hilos con patas anteriores
y vibraciones abdominales. Las hembras también son cortejantes. Durante la cdpula los machos
insertan alternadamente sus érganos copuladores en los orificios genitales de las hembras.

Se pudieron distinguir dos tipos de cdpulas, una que implica la insercién de un bulbo y luego
la del otro, la copula "precisa”, y la otra que involucra desde una a multiples inserciones, la cépula
"poco precisa". El fin de la cépula puede estar dado por ambos sexos, pero lo llamativo es el
movimiento de giro que las hembras ejecutan para finalizar la cépula. ¢A qué se deben las altas
fallas de insercidon de los machos?; érealmente son fallas? o éson un estimulo para las hembras?;
écuales son las causas y las consecuencias de realizar una u otra cépula? y éien qué situaciones las
hembras son la que finalizan las cépulas?, son algunas de las preguntas que surgen a partir de los
resultados obtenidos de este primer capitulo.

A futuro serd necesario responder a estas preguntas para llegar a comprender en su
totalidad el comportamiento sexual de esta especie. En particular, seria interesante evaluar si
existen diferencias en el éxito reproductivo de los machos que realizan uno u otro tipo de cépula.

En el segundo capitulo se describid la induccidon espermatica de los machos de A. vierae. A
pesar de ser un proceso esencial en la vida de los machos de las arafas, se encuentran pocos
trabajos que lo describan en detalle. Al igual que en A. jabaquara, la induccién espermatica
consistid en la construccion de la tela espermdtica, una pequeiia tela con forma de reloj de arena,
seguido de la emergencia de la gota, que fue colocada en la porcién media de la tela. Y la
induccion finalizé con la carga alternada de los bulbos copuladores.

En ambas especies la induccidon espermdtica fue de corta duracién, no superd los ocho

minutos en A. vierae y los tres minutos en A. jabaquara. Seria interesante determinar en qué
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momento y cuales son las caracteristicas de la induccién espermatica de la especie solitaria, ya que
no pudo ser observado en esta tesis, y asi poder realizar un analisis comparativo entre especies
con diferente grado de socialidad.

Los resultados del tercer capitulo muestran que los machos de A. vierae se ven atraidos por
hembras penultimas de diferente edad. Sin embargo, aunque igualmente llamativo, las hembras
mas cercanas a la madurez sexual son las Unicas que aceptan el cortejo de los machos y adoptan
una postura receptiva tipica de una hembra adulta. Las unidades de cortejo de los machos frente a
hembras inmaduras son las mismas que las que despliegan ante hembras adultas. Las hembras
penultimas también son cortejantes. Algunas parejas realizan cortas e intermitentes
pseudocdpulas durante el encuentro, donde los machos raspan con sus bulbos copuladores la zona
del epigino de las hembras penultimas.

La pseudocépula puede resultar desconcertante al principio, porque es de suponer que
posee costos energéticos sin los beneficios asociados con la reproducciéon (Pruitt & Riechert 2011).
Sin embargo, los resultados de esta tesis indican que este comportamiento tiene efectos positivos
en los futuros encuentros sexuales. Por una parte, las parejas conformadas por individuos que
tienen experiencia sexual previa copulan mas rapidamente que las parejas conformadas por al
menos un individuo sin experiencia sexual. A su vez, los individuos que tienen experiencia sexual
previa prefieren copular con otros individuos que también la tuvieron. Por lo tanto, en la presente
tesis se pudo detectar los beneficios de esta peculiar estrategia reproductiva.

A partir de los resultados del ultimo capitulo, se pudo contribuir al conocimiento basico y
poco conocido de la biologia reproductiva de dos especies de arafias del género Anelosimus, una
solitaria y una intermedia entre subsocial y cuasisocial.

El estudio sobre el comportamiento sexual en las tres especies con diferente grado de
socialidad, permitio definir comportamientos en comun y exclusivos de cada especie. Este estudio
comparado permitid afianzar los conocimientos previos sobre la caracterizacion de estas aranas
dentro de las categorias de cuasisocial, subsocial y solitaria. Por lo tanto, el comportamiento
sexual puede ser considerado una herramienta importante adicional para caracterizar los niveles
de socialidad en las arafias. Ademas, este tipo de estudio comparativo, permitird profundizar
respecto a las presiones de seleccidn sexual que se inter-digitan con las de seleccién natural, que

pueden favorecer el establecimiento y mantenimiento de la socialidad en las arafias.
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Esta tesis responde las preguntas especificas planteadas, sin embargo, y como suele suceder
durante una investigacion cientifica, surgen muchas mas preguntas de las que se pudieron
responder. Para poder dar cuenta de los comportamientos de cortejo y cépula de A. vierae, se
plantea como objetivo a corto plazo conocer mas sobre la morfologia genital tanto de machos
como de hembras. Particularmente, seria interesante relacionar mas en detalle la morfologia
genital con el comportamiento de giro que realizan las hembras al finalizar la cépula.

A largo plazo, seria interesante agregar al analisis comparativo del cuarto capitulo, el
comportamiento sexual de mas especies con diferente nivel de socialidad y analizarlas bajo un
contexto filogenético. Por un lado, agregar el comportamiento de alguna especie cuasisocial del
mismo género, por ejemplo A. dubiosus (Keyserling 1891), que vive en simpatria con las especies
brasileras analizadas (Gonzaga & Santos 1999) y agregar el comportamiento sexual de A. baeza
Agnarsson 2006, una especie subsocial que también habita en simpatria con estas especies
brasileras (Agnarsson 2006; Agnarsson et al. 2006). Esta adicién no solo permitirda aumentar las
comparaciones entre las especies con diferente grado de socialidad, sino que ademas, permitira
comparar el comportamiento sexual de dos especies subsociales, A. baeza y A. vierae, que viven en
ambientes diferentes. De esta forma se podria evaluar si el comportamiento sexual esta

relacionado con el ambiente donde habitan estas especies.
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ANEXO

IMATRICES DE TRANSICION

Tabla 1. Matriz de transicion de las unidades comportamentales de los machos en el cortejo de A. vierae.

PRECEDE/SIGUE Q Ac A C E H | L To 1 S TE TOTAL
Quietud (Q) 0 9 7 204 4 70 0 15 11 20 28 449 817
Acercamiento (Ac) 81 0 4 15 8 10 0 1 6 0 6 166 297
Alejamiento (A) 9 5 0O 20 0 13 O 1 0 o© 0 8 56
Desplazamiento (C) 87 119 3 0 1 226 0 6 1 0 11 74 528
Extension patas y palpos (E) 3 0 2 0 0 0 0 0 76 0 0 1 82
Colocacién de hilos (H) 241 61 4 93 1 0 0 7 0 0 5 87 499
Insercidn palpar (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Acicalamiento patas y/o palpos (L) 17 0 3 8 1 2 0 0 0 3 2 7 43
Toqueteo (To) 20 0 19 4 3 0 0 0 0 56 4 6 112
Intento de insercion (i) 27 0 3 0 0 0 34 6 8 0 1 1 80
Vibracién abdominal (S) 23 0 1 8 1 8 0 1 3 1 0 48 94
Tension de hilos (Te) 309 97 14 152 63 170 0 6 7 0 33 0 851
TOTAL 817 291 60 504 82 499 34 43 112 80 90 847 3459

Tabla 2. Matriz de transicion de las unidades comportamentales de las hembras en el cortejo de A. vierae.

PRECEDE/SIGUE EX Q Ac X A C E H L To TOTAL
Extension de una pata (Ex) 0 192 3 0 7 25 10 2 1 1 241
Quietud (Q) 165 0 83 17 183 196 123 21 6 1 795
Acercamiento (Ac) 2 37 0 12 12 17 63 1 1 4 149
Tension de hilos (Te) 0 22 2 0 5 4 24 0 0 0 57
Alejamiento (A) 6 108 2 0 0 147 2 2 0 1 268
Desplazamiento (C) 45 244 37 2 6 0 4 98 20 1 457
Extension patas y palpos (E) 8 120 4 23 35 6 0 0 0 9 205
Colocacion de hilos (H) 6 60 12 2 0 39 0 0 9 0 128
Acicalamiento patas y/o palpos (L) 3 11 0 0 1 18 0 4 0 0 37
Toqueteo (To) 2 4 0 2 4 0 5 0 0 0 17
TOTAL 237 798 143 58 253 452 231 128 37 17 2354
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Tabla 3. Matriz de transicion de las unidades comportamentales de los machos en la cépula de A. vierae.

PRECEDE/SIGUE T RPI RPD Q Ac C A Co D E H | L Qc To IPD IPI S TVA TOTAL
Toqueteo en copula (T) 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 2
Retira palpo izquierdo (RPI) 0O o 0 9 0 0 4 2 0 0 0 0 18 0 2 0 1 8 0 44
Retira palpo derecho (RPD) 0O o0 0 4 0 0 4 1 0 0 0 0 12 0 1 0 0 7 0 29
Quietud (Q) 0 O 0 0 4 73 20 219 O 3 2 1 89 0 36 48 35 8 0 538
Acercamiento (Ac) 0O O 0 1 0 0 1 7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 9
Desplazamiento (C) 0 0 0 73 1 0 1 75 0 4 21 0 18 0 0 0 1 0 0 194
Alejamiento (A) 0 0 0 41 3 19 0 10 0 1 3 0 26 0 0 0 0 0 0 103
Cortejo (Co) 0 0 0 110 1 50 14 0 0 179 11 0 26 0 39 1 3 0 0 434
Insercion palpo derecho (D) 0O o0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 63 0 0 0 0 1 64
Extension patas y palpos (E) 0O o 0 6 0 3 8 1 0 0 0 0 3 0 170 14 11 2 0 218
Colocacion de hilos (H) 0 0 0 13 0 15 0 10 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 39
Insercidn palpo izquierdo (1) 0 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 80 0 0 0 0 0 83
Acicalamiento de palpos (L) 0O O 0 125 0 29 16 73 1 7 2 0 0 0 14 21 23 5 0 316
Quietud en copula (QC) 2 41 29 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 73 1478 1624
Toqueteo (To) 0 0 0 21 0 3 19 8 0 8 0 0 5 0 0 106 106 2 0 278
Intento insercidon palpo derecho (IPD) 0O O 0 67 0 0 5 1 63 0 0 0 47 0 9 0 45 6 0 243
Intento insercién palpo izquierdo (IPI) 0O o 0 45 0 0 3 0 0 0 0 82 32 0 6 53 0 4 0 225
Separacion (S) 0 0 0 31 0 2 8 9 0 1 0 0 64 0 0 0 0 0 0 115
Trenes vibracion abdominal (TVA) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1479 0 0 0 0 0 1479
TOTAL 2 44 29 547 9 194 103 416 64 204 39 83 340 1624 277 243 225 115 1479 6037
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Tabla 4. Matriz de transicion de las unidades comportamentales de las hembras en la cépula de A. vierae.

PRECEDE/SIGUE Q Ac C A Co E G H Qc S To V  TOTAL
Quietud (Q) 0 9 24 59 244 45 5 1 33 17 6 0 443
Acercamiento (Ac) 3 0 0 0 5 3 0 0 0 0 1 0 12
Desplazamiento (C) 28 0 0 1 7 0 0 1 0 0 0 0 37
Alejamiento (A) 79 3 0 0 7 0 0 1 0 0 0 0 90
Cortejo (Co) 123 0 2 8 0 150 0 0 2 0 19 0 304
Extension patas y palpos (E) 82 0 2 13 12 0 0 0 95 8 17 0 229
Giro (G) 7 0 0 0 0 0 0 0 23 73 0 0 103
Colocacion de hilos (H) 8 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 10
Quietud en cépula (QC) 46 0 0 0 1 0 94 0 0 16 0 51 208
Separacion (S) 79 0 8 8 15 2 1 0 0 0 1 0 114
Toqueteo (To) 22 0 0 1 2 7 0 0 12 0 0 1 45
Movimiento abdominal (V) 22 0 0 0 21 18 3 0 56 2 0 0 122
TOTAL 499 12 37 90 314 225 104 3 221 116 44 52 1718

Tabla 5. Matriz de transicion de las unidades comportamentales de los machos en el cortejo ante hembras
penultimas de A. vierae.

PRECEDE/SIGUE Q Ac A C E H L P To S TE TOTAL

Quietud (Q) 0 5 2 57 4 17 2 0 0 30 125 242
Acercamiento (Ac) 5 0 0 4 4 7 0 0 1 2 23 46
Alejamiento (A) 2 0 0 2 0 0 0 0 0 0 3 7

Desplazamiento (C) 55 10 0 0 1 24 0 0 1 4 15 110
Extension patas y palpos (E) 2 0 0 0 0 0 0 0 23 1 0 26
Colocacion de hilos (H) 31 11 0 8 0 0 1 0 2 8 8 69
Acicalamiento patas y/o palpos (L) 2 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 4

Pseudocépula (P) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Toqueteo (To) 7 0 4 3 0 0 0 13 0 3 3 33
Vibracién abdominal (S) 36 0 0 5 1 3 1 0 1 0 34 81
Tension de hilos (Te) 101 18 1 29 16 18 0 0 5 32 0 220
TOTAL 241 44 7 109 26 69 4 13 33 81 211 838

Tabla 6. Matriz de transicion de las unidades comportamentales de las hembras penultimas en el cortejo ante
machos adultos de A. vierae.

PRECEDE/SIGUE Ex Q Ac Te A C E H L To TOTAL

Extension de una pata (Ex) 0 57 0 10 1 3 4 0 0 0 75
Quietud (Q) 56 0 22 153 8 37 43 12 2 2 335
Acercamiento (Ac) 1 12 0 9 0 6 15 1 0 0 44
Tension de hilos (Te) 12 135 8 0 3 10 25 5 0 4 202
Alejamiento (A) 0 8 1 0 0 7 0 4 0 0 20
Desplazamiento (C) 3 38 9 12 1 0 0 22 1 0 86
Extension patas y palpos (E) 1 53 1 5 6 6 0 2 0 5 79
Colocacién de hilos (H) 1 24 1 4 1 15 0 0 1 0 47
Acicalamiento patas y/o palpos (L) 0 3 0 0 0 1 0 0 0 0 4

Toqueteo (To) 0 5 0 3 0 0 2 1 0 0 11
TOTAL 74 335 42 196 20 85 89 47 4 11 903
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Tabla 7. Matriz de transicion de las unidades comportamentales de los machos en la pseudocdpula de A. vierae.

PRECEDE/SIGUE Q Ac A C E H L To 1IPD IPI S TE TOTAL

Quietud (Q) 0 1 0 40 1 6 0 2 0 0 20 95 165
Acercamiento (Ac) 1 0 0 0 0 0 0 O 0 0 2 4 7

Alejamiento (A) 5 1 0 8 0 1 0 O 0 0 0 16
Desplazamiento (C) 45 3 0 0 0 25 1 O 0 0 5 23 102
Extension patas y palpos (E) 0 0 0 0 0 0 0 29 0 1 0 0 30
Colocacion de hilos (H) 18 1 0 17 1 0O 0 O 0 0 1 6 44
Acicalamiento patas y/o palpos (L) 0 0 0 0 0 1 0 O 0 0 0 0 1

Toqueteo (To) 2 0 2 1 1 0 0 O 12 15 O 1 34
Intento insercidn palpo derecho (IPD) 5 0 9 0 0 0O 0 O 0 5 0 0 19
Intento insercidn palpo izquierdo (IPI) 7 0 6 0 0 0o 0 1 7 0 0 0 21
Vibracién abdominal (S) 22 0 0 4 1 0 0 O 0 0 0 30 57
Tension de hilos (Te) 67 1 0 35 26 12 0 2 0 o 27 0 170
TOTAL 172 7 17 105 30 45 1 34 19 21 55 160 666

Tabla 8. Matriz de transicion de las unidades comportamentales de las hembras en la pseudocépula de A. vierae.

PRECEDE/SIGUE EX Q Ac Te A C E H L To TOTAL

Extension de una pata (Ex) 0 68 0 9 0 0 1 0 0 0 78
Quietud (Q) 57 0 2 214 4 12 11 11 0 0 311
Acercamiento (Ac) 0 2 0 1 0 0 2 0 0 0 5

Tension de hilos (Te) 15 191 1 0 0 11 22 4 0 3 247
Alejamiento (A) 0 10 0 1 0 8 0 0 0 0 19
Desplazamiento (C) 1 16 2 7 0 0 1 11 1 1 40
Extension patas y palpos (E) 1 19 0 1 15 1 0 0 0 0 37
Coloca hilos (H) 2 14 0 3 0 6 0 0 0 0 25
Acicalamiento patas y/o palpos (L) 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Toqueteo (To) 0 2 0 1 0 1 0 0 0 0 4

TOTAL 76 323 5 237 19 39 37 26 1 4 767

Tabla 9. Matriz de transicion de las unidades comportamentales de los machos en el cortejo de A. jabaquara.

PRECEDE/SIGUE Q Ac A C E H | L To 1 S TE  TOTAL

Quietud (Q) 0 5 3 69 0 1 0 10 27 7 5 20 147
Acercamiento (Ac) 3 0 O 1 12 4 0 1 22 0 1 12 56
Alejamiento (A) 0 0 0 8 0 0 0 1 0 0 0 0 9

Desplazamiento (C) 31 33 1 0 1 22 0 20 3 0 0 4 115
Extension patas y palpos (E) 0 0 0 1 0 0 0 0 20 0 0 1 22
Colocacidn de hilos (H) 8 2 0 9 0 0 0 6 3 0 0 2 30
Insercion palpar (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Acicalamiento patas y/o palpos (L) 23 2 0 9 0 3 0 0 4 22 0 2 65
Toqueteo (To) 47 0 4 9 0 0 0 3 0 32 2 2 99
Intento de insercion (i) 18 0 o© 1 0 0 13 21 7 0 3 0 63
Vibracién abdominal (S) 2 0 o© 2 0 0 0 0 2 2 0 7 15
Tension de hilos (Te) 15 5 1 5 9 0 0 3 11 0 4 0 53
TOTAL 147 47 9 114 22 30 13 65 99 63 15 50 674
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Tabla 10. Matriz de transicion de las unidades comportamentales de las hembras en el cortejo de A. jabaquara.

PRECEDE/SIGUE Ex Q Ac X A E H To TOTAL

Extension de una pata (Ex) 0 62 0 3 2 1 2 0 0 74
Quietud (Q) 58 0 5 17 29 16 14 4 10 0 153
Acercamiento (Ac) 1 0 2 2 0 7 1 0 0 17
Tension de hilos (Te) 0 14 0 0 1 3 5 0 0 1 25
Alejamiento (A) 1 16 0 0 0 24 0 0 0 0 43
Desplazamiento (C) 8 31 0 0 1 0 0 20 1 0 66
Extension patas y palpos (E) 2 14 0 0 7 2 0 0 0 0 25
Colocacion de hilos (H) 0 9 0 0 0 15 0 1 0 27
Acicalamiento patas y/o palpos (L) 1 10 0 0 0 0 0 0 0 12
Toqueteo (To) 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1

TOTAL 71 160 0 22 42 66 27 27 12 1 443

Tabla 11. Matriz de transicién de las unidades comportamentales de los machos en la cépula de A. jabaquara.

PRECEDE/SIGUE RPI RPD Q Ac A CoD E H I L QCTo IPD IPI S TVA TOTAL
Retira palpo izquierdo (RPI) 0 0 5 0 0O 0 0O0OOO 9 0 0 0 01 1 16
Retira palpo derecho (RPD) 0 0 10 0 0 0O 0 0 011 0 0O O OO O 21
Quietud (Q) 0 0 0 14 1 4 0 0 3 0 68 0 13 16 12 5 0 139
Acercamiento (Ac) 0 0 3 0 101122 0 8 0 0 0O 0 6 0 O0O0 O 30
Desplazamiento (C) 0O 0O 13 10 0 0 O 0 O 4 0 15 0 0O O O O 0 42
Alejamiento (A) 0 0 1 0 200 0O0OO0OO0 2 0 O0 0 O0O0TUDO 5
Cortejo (Co) 0O 0 0O 2 21 0 06 0 0 0O 0S5 0 0O0 0 16
Insercion palpo derecho (D) 0 0 0O 0 0 OOO OO O O 200 0 0000 20
Extensi6n patas y palpos (E) 0O 0 0O 0 0O0OOOOOTO O O0 13 0 00 0 13
Colocacién de hilos (H) 0 0 1 0500 O0O0O0O0 5 0 0 00 0 12
Insercidn palpo izquierdo (1) 1 0 0O 0 0 0OOOO O O O 16 0 0 00O0 O 17
Acicalamiento patas y/o palpos (L) 0 0 39 2 16 0 0 0 0 4 O O O 14 54 40 2 1 172
Quietud en cépula (QC) 15 18 0 0O 0 0 O 0 O O O O O O O O O 45 78
Toqueteo (To) 0 0 13 0 1 2 0 0 O O O 5 O O 17 19 0 0 57
Intento insercion palpo derecho (IPD) 0 0O 32 0 00 0200 0 0 332 1 5 0 20 O 92
Intento insercidn palpo izquierdo (IPI) 0 0O 19 0 0 0O O OO O 17 32 0 O 5 0 0 O 73
Separacion (S) 0O 0o 1 0110 00 OO0 5 0 0 0O 0O0 O 8
Trenes vibracion abdominal (TVA) 1 3 2 0 0 0O O OO O O O 4 0 0 00 0 47
TOTAL 17 21 139 17 42 5 16 20 14 11 17 184 78 57 92 73 8 47 858
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Tabla 12. Matriz de transicion de las unidades comportamentales de las hembras en la cépula de A. jabaquara.

PRECEDE/SIGUE Q Ac A Co E H L Qc S  TOTAL
Movimiento de palpos (M) 0 22 0 0 0 0 0 0 1 0 23
Quietud (Q) 17 0 4 2 9 2 0 0 25 8 67
Acercamiento (Ac) 0 2 0 0 0 0 2 0 0 0 4
Alejamiento (A) 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
Corteja (Co) 0 9 0 0 0 6 0 0 1 0 16
Extension patas y palpos (E) 5 0 0 0 0 0 0 0 8 0 13
Coloca hilos (H) 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 2
Acicalamiento patas y/o palpos (L) 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Quietud en cépula (QC) 0 37 0 0 0 0 0 0 0 0 37
Separacion (S) 1 5 0 0 1 0 0 0 0 0 7
TOTAL 23 78 4 2 11 8 2 1 35 8 172

Tabla 13. Matriz de transicién de las unidades comportamentales de los machos en el cortejo de A. nigrescens.

PRECEDE/SIGUE AR Q Ac A C E H | L To 1 S TE TOTAL
Acercamiento rapido (Ar) 0 111 0 0 1 3 0 0 0 5 0 0 13 133
Quietud (Q) 101 0 65 6 322 6 15 1 1 30 10 184 77 818
Acercamiento (Ac) 9 45 0 7 12 0 0 12 o0 1 72 159
Alejamiento (A) 1 5 0 0 18 0 1 0 0 0 0 0 25
Desplazamiento (C) 9 265 75 2 1 57 0 6 0 0 4 21 440
Extensi6n patas y palpos (E) 0 0 0 0 0 0 0 0 29 0 0 0 29
Colocacién de hilos (H) 0 58 6 1 15 0 0 0 0 0 0 1 1 82
Inserci6n palpar (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Acicalamiento patas y/o palpos (L) 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Toqueteo (To) 0 38 1 10 18 2 1 0 0 0 24 0 1 95
Intento de insercion (i) 0 16 0 2 0 0 10 0 6 0 0 0 34
Vibracién abdominal (S) 3 184 0 0 0 1 0 0 0 0 0 191
Tensi6n de hilos (Te) 7 91 4 4 54 5 6 0 0 13 0 1 0 185
TOTAL 130 818 152 25 439 29 82 11 7 95 34 191 185 2198
Tabla 14. Matriz de transicion de las unidades comportamentales de las hembras en el cortejo de A. nigrescens.

PRECEDE/SIGUE 2 4 X A c E L T  TOTAL
Extension de una pata (Ex) 0 134 2 11 0 152
Acercamiento rapido (Ar) 0 7 1 0 0 0 0 0 0 8
Quietud (Q) 118 6 0 61 303 119 108 32 12 16 2 777
Acercamiento (Ac) 1 51 20 3 2 0 0 0 84
Tension de hilos (Te) 0 1 344 10 3 0 0 0 363
Alejamiento (A) 1 0 137 3 15 1 1 1 0 160
Desplazamiento (C) 23 0 61 21 24 10 0 0 9 8 0 156
Extension patas y palpos (E) 1 0 14 0 5 14 0 0 0 0 0 34
Colocacion de hilos (H) 2 0 12 2 0 6 0 0 0 0 23
Acicalamiento patas y/o palpos (L) 2 0 19 2 1 2 1 1 0 0 28
Toqueteo (To) 0 0 1 0 1 0 0 0 0 0 2
TOTAL 149 8 780 84 362 156 155 40 23 28 2 1787
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Tabla 15. Matriz de transicion de las unidades comportamentales de los machos en la cépula de A. nigrescens.

PRECEDE/SIGUE T RPIL RPD Q Ac C A Co D E | L QC To IPD IPI S TVA TOTAL

Toqueteo en cépula (T) 0 1 0O 0 0 0 0O O1 O O O O3 0 0 00 O 38
Retira palpo izquierdo (RPI) 0 O 0 112 0 0 0 0 0O 0 012 0 1 0o 1 0 O 14
Retira palpo derecho (RPD) 0 O 0O 12 0 0 0 0 0O 0O 0 O 0 0O 0 0 0 O 12
Quietud (Q) 0 0 0 05 2 1 10 0 0 1 4 0 11 19 19 2 0 74
Acercamiento (Ac) o o 0 2000 7 03 01 05 0 00 0 18
Desplazamiento (C) 0 0 0 200 0 10 O0O0O0OTO0OTO0O O OO0 O
Alejamiento (A) 0o 0 0 51 0 0 0 0 O0OO0OUO0OTO0OUO0O O OO O
Cortejo (Co) 0o 0o o 92 01 0 0 2 0 0O O 8 0 00 O 22
Insercion palpo derecho (D) 0 O 0O 0 0 0 0O OOO O 0 120 0 00 o0 12
Extensién patas y palpos (E) 0O 0 0 00 OO OO OT OO OTOS S5 O0 0O0 0 5
Insercion palpo izquierdo (1) 0 O 0O 0 0 0 O OOO O 0 13 0 0 000 O 13
Acicalamiento patas y/o palpos (L) 0 O 0O 4 0 0 0O1 0O O O O O O OO0OTFO 5
Quietud en cépula (QC) 37 13 12 0 0 0 0O 0O O O O O O O O O o 38 70
Toqueteo (To) 0 O o 4 01 3 0 0 0 0O O O O 10 141 o0 33
Intento insercion palpo derecho (IPD) 1 0 0O 17 0 0 0 0 11 0 0O O O O O O 0 o 29
Intento insercién palpo izquierdo(IPl) 0 0 O0 18 0 0 0 O O O 13 0 0 3 0 O O O 34
Separacion (S) 0 0 0 1 0 1 1 0O 0 o 0o o 0o 0o o0 O 3
Trenes vibraciéon abdominal (TVA) 0 O 0 0 0 0 O 0 0O 8 0 0 0 0 O 8
TOTAL 38 14 12 8 9 3 6 20 12 5 14 6 70 33 29 34 3 8 400

Tabla 16. Matriz de transicién de las unidades comportamentales de las hembras en la cépula

de A. nigrescens.

PRECEDE/SIGUE Q Ac DC Co E L F To AE QcC S TOTAL

Quietud (Q) 0 0 0 15 0 2 0 0 4 18 3 42
Acercamiento (Ac) 1 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 3
Desplazamiento en cépula (DC) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 12 0 12
Corteja (Co) 16 1 0 0 2 0 0 0 0 0 22
Extension patas y palpos (E) 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Acicalamiento patas y/o palpos (L) 1 0 0 0 0 0 0 0 1 0

Flexion de patas 1 y Il (F) 0 0 1 0 0 0 0 2 0 15 0 18
Toqueteo en copula (To) 1 0 0 0 0 0 1 0 0 28 0 30
Acicalamiento de epigino (AE) 6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6
Quietud en copula (QC) 25 0 11 0 0 0 17 28 0 0 81
Separacion (S) 0 0 0 2 0 0 0 0 1 0 3
TOTAL 53 1 12 19 2 2 18 30 6 78 3 224
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Loading the male pedipalps: sperm induction in a subsocial spider
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Abstract.

Detailed descriptions of sperm induction are rare in the literature. Anelosimus vierae Agnarsson, 2012

(Theridiidae) is a Uruguayan subsocial spider that lives in communal nests. This paper describes the sperm induction of
this species under laboratory conditions. We collected spiders in Montevideo, Uruguay, from different trees and placed
them in thirty male and female pairs in Petri dishes to observe the occurrence of sperm induction. We witnessed twenty-
two males performing sperm induction after copulation. Sperm web characteristics and description of the male’s behavior

during sperm induction are described.

Keywords: Anelosimus vierae, sperm web building

Spiders have a variety of reproductive strategies with particular
characteristics making the m an excellent model for the study of sexual
selection (Eberhard 2004). Disconnection between the male pedipalps
(copulatory organ) and the sexual glands is a feature unique among
spiders. As a consequence, the male must build a sperm web and
load his pedipalps with sperm before encountering the female. The
sperm web varies in size and shape depending on the family of spider
(Foelix 2011). The male deposits a droplet of semen on the web and
fills his pedipalps (Foelix 2011). In most Araneomorph spiders the
sperm web is a small structure. It may be reduced to a single thread
(e.g., that of Scytodes Latreille, 1804). Alternatively, it could have a tri-
angular or trapezoidal shape (e.g., Tetragnatha Latreille, 1804 and
Theridion Walckenaer, 1805, respectively), with the induction process
taking little time. In contrast, theraphosid spiders and the Araneo-
morph spider Kukulcania hibernalis (Hentz, 1842) build relatively large
sperm webs and the entire induction process may take several hours,
making it easier to observe (Costa & Pérez-Miles 2002; Barrantes &
Ramirez 2013).

Although sperm induction is common, reports in the literature are
relatively scarce, from descriptions of sperm webs (Dominguez & Jimé-
nez 2005) and partial observations of the induction process (Fraser
1987), to single observations of the entire process (Levi 1967; Jackson
& Macnab 1991). Detailed and rigorous descriptions of the induction
process are needed to compare among different species so we can in-
crease our knowledge of this important process.

Anelosimus vierae Agnarsson, 2012 (Theridiidae) is a Uruguayan
subsocial spider. Individuals live in communal nests in evergreen trees.
The mother cares for young, and the juveniles show a lack of conspe-
cific aggression. Males mature earlier and consistently disperse, result-
ing in inbreeding avoidance, while females mature asynchronously and
may or may not disperse from the natal nest (Viera et al. 2007). Males
court females using vibrations induced by plucking silk threads and by
touching the female until she adopts the copulation posture with the
ventral side upwards, body axis approximately inclined 45° and facing
down, and copulation occurs (Albo et al. 2007). Copulation lasts one
hour on average (Viera & Albo 2008). During mating trials, we ob-
served several incidents of males performing sperm induction after
copulation. Here we describe the sperm induction process of A4. vierae,
including sperm web construction, sperm emergence and sperm induc-
tion itself, under laboratory conditions.
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Juveniles of A. vierae were collected from several nests of different
trees in Montevideo, Uruguay (34°54'48"S, 56°10'2"W) during June
2014. In the laboratory, individuals were bred, isolated in plastic Petri
dishes (5.5 cm diameter x 1.5 cm height) and maintained with moist-
ened cotton wool. All spiders were fed ad libitum with Drosophila
spp. (Diptera). Individuals were checked daily under a stereo micro-
scope (Nikkon type 102; 10 x ocular) and the recently molted females
were housed in smaller Petri dishes (3.3 cm diameter x 1.0 cm height),
where the subsequent observations took place.

After 48 h of molting, each virgin adult female was exposed to
a male from a different nest. Thirty trials were followed using a video
camera (Sony DCRA-C151, 2.7” Wide Hybrid LCD, Handycam Sta-
tion Supplied, 12 x optical zoom, 800 x digital zoom) during 2 h. When
an individual did not engage in sexual behavior during the first 15 min
or mating did not occur during the first 30 min, the trial was excluded.
Each individual was used only once. We described the units of male
sperm web construction, sperm emergence and sperm induction, and
recorded durations and frequency. The sperm web was photographed
and the area of it was measured using an image processing and analysis
program (ImageJ). Voucher specimens were deposited in the Entomol-
ogy Collection of the Faculty de Sciences, Montevideo, Uruguay.

Twenty-eight of the thirty trials resulted in mating. In 22 of these
trials, males performed sperm induction after copulation. The latency
post-mating was 22.33 = 7.10 min. No male performed sperm induc-
tion just before mating.

The males, which were suspended with the ventral side up in the
females” webs, built a scaffolding of the sperm web consisting of two
nearly parallel threads located at each lateral side of the abdomen
and connected to the female’s web. After that, males placed their legs
II and IV on the parallel threads and positioned legs III where the
bridge between parallel threads would be built. Legs I remained on
the female web, and males began to lay a swath of threads between
the parallel threads using the following movements: (1) laid a line
with the end of the abdomen (spinnerets) on one of the parallel threads
near the prosoma end; (2) lifted the abdomen and first put it on the
center area of the same thread, then on the most distal end in relation
to the prosoma; (3) repeated the same abdominal movements on the
other parallel thread; (4) once again lifted the abdomen, laying a line
on the first parallel thread near the first foothold, and repeating this
abdominal sequence a total of 19.64 = 3.00 times (Fig. 1). The end re-
sult was a horizontal hourglass-shaped web (Fig. 2). The process of
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Figure 1.—Sperm web construction sequence. The threads (dotted
and solid black lines) are laid between the scaffolding (gray lines). This
sequence is repeated several times. The black points are the places
where the silk threads are attached.

sperm web building lasted on average 36.64 = 9.18 s. The mean area of
the sperm web was 0.28 = 0.11 mm?.

Once the sperm web was finished, males deposited sperm. They
made small legs flexions at the femur-patella articulation, with higher
intensity of leg IV, and moved their abdomens up and down. They
then continued the up-and-down abdominal movements, increasing
the frequency and diminishing the amplitude without bending the
legs, until a drop of sperm emerged and was later deposited on the
thin middle portion of the sperm web. This process lasted 35.32 =
11.09 s on average.

After sperm deposition, males moved backwards, holding the sperm
web with their legs in the same position so the pedipalps could reach
the sperm drop. The drop was deposited on the upper side of the web
and was absorbed through to the same side with fast vibratory move-
ments alternating between one pedipalp and then the other. This was
done 10.45 = 3.42 times on average (Fig. 2). The time they spent
with each pedipalp on the sperm drop increased as the behavior pro-
gressed. Most males withdrew most of the sperm after approximately
3.28 = 1.04 min, except in two cases where males left part of the sperm
in their sperm web. The entire process of sperm induction (sperm web
building + sperm drop + filling up the pedipalps) took an average of
4.47 £ 1.38 min. When induction was completed some males placed
their pedipalps into their mouthparts and shook their abdomens once
or twice but they did not consume the sperm web. (To view video of
sperm web construction, sperm drop deposition, and loading the palps,
see http://dx.doi.org/10.1636/J15-57.s1)

Because sperm induction is essential for successful copulation, it is
surprising that there are few studies describing it in detail. In this spe-
cies, this behavior always took place shortly after copulation.

Figure 2.—Male loading one of his pedipalps with sperm from the
sperm web. P: pedipalp; L II: leg II; L III: leg I11. The arrow points to
the sperm drop. Scale = 0.5 mm.
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The small size of the sperm web in A. vierae, as in most araneo-
morph spiders (Foelix 2011), represents a low cost in time and effort,
in contrast to mygalomorph spiders, which build a large sperm mat in-
volving a significant cost for males (Costa & Pérez-Miles 2002). Also,
the short induction duration of A4. vierae implies low costs relative to
most other spider species, in which many minutes, but usually less
than half an hour, are required to perform it (Gertsch 1979). The posi-
tion of the legs prior to sperm web construction is similar to the posi-
tion of several species of the same family like Theridion sp., where
the parallel threads are held by legs II and IV, and the bridge is spread
by legs III (Knoflach 1998). The horizontal position of the sperm web
by the males of A. vierae is similar to that commonly observed in other
spiders (Foelix 2011). However, its hourglass shape differs from the
common triangular or square shape described for other Araneo-
morph spiders (Gertsch 1979; Foelix 2011) or the trapezoidal shape
seen in Theridion (Knoflach 1998).

As in many spider families, intensive movements of the abdomen
just before ejaculation indicate the activity of the epigastric glands
that support the building of the sperm web (Knoflach 1998). These in-
tensive movements were seen in A. vierae and could imply the same ac-
tivity of the epigastric glands. Filling the pedipalps with sperm
corresponds to the direct form of sperm induction observed in web-
building spiders (Foelix 2011). This process is characterized by
a male extending his pedipalp on the same side of the sperm web as
the droplet of sperm and contacting the droplet, which absorbs the
sperm (Jackson & Macnab 1991). The fact that males performed sperm
induction behavior after mating suggests that their pedipalps are load-
ed with sperm prior to mating. Thus, it may be the case that males load
their pedipalps immediately after they molt into adults, as is the case
with most spiders (Austad 1984; Michalik & Rittschof 2011). Under
laboratory conditions, we observed similar sperm induction character-
istics in A. jabaquara Levi, 1956, and it also occurred after mating (un-
published results).

Here, males did not copulate again with the same female, but anoth-
er study reported that males of 4. vierae made two or three reloads of
pedipalps and remated with the same female (Viera et al. 2007). By re-
mating with the same female, males can reduce the probability that she
mates with another male, thus reducing the risk of direct sperm compe-
tition (Alcock 1994). This makes sense because in this species the first
and second males that copulate with a female have similar percentages
of paternity (Lorieto et al. 2010). Another option for males is to com-
pletely fill the female’s spermathecae with sperm. However, the pedi-
palps may not be able to support all the sperm needed to do so, thus
requiring the male to load them more than once. In the future, it would
be interesting to evaluate the capacity of female’s spermathecae com-
pared with the capacity of the male’s pedipalps.

Although the physical cost of sperm induction may be low, there
may be other types of associated costs. First, males of A4. vierae fight
for access to females and the loser remains as a satellite male (Albo
et al. 2007). When the winner leaves the female to engage in the sperm
induction maneuvers, the satellite male could take advantage and cop-
ulate with the abandoned female. Females are permissive, tolerant,
and accept re-matings with the same male and with others (Viera et al.
2007). Secondly, the brief sexual season of A. vierae can represent
a pressure on males to load their pedipalps with sperm immediately af-
ter mating, because males may seek to copulate with many females
over a short period of time (Viera et al. 2007). Future studies are re-
quired to investigate how often and under which circumstances (e.g.,
in the presence of one, two or three females, or other males) the males
reload the pedipalps with sperm.

Given that A4. vierae is a subsocial spider, this study is important for
future comparative studies, and also for investigating how sociality
may have evolved in spiders via reduced conspecific aggressiveness.
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ABSTRACT

This paper aims to review the studies on the reproductive behaviour of the endemic Uruguayan
subsocial spider Anelosimus vierae. We framed the reproductive behaviour of this species referring
to the most important aspects of his life history. We show the sperm induction behaviour performed
necessarily by males to transfer sperm from their genitalia to the copulatory organs in their pedipalps.
Subsequently, the behaviours involved in sexual behaviour, courtship, pseudocopulation and mate of
males and females are described, as well as the reproductive strategies in relation to the social
context. We address aspects of maternal behaviour and cooperative behaviour among siblings as a
main goal to evaluate their reproductive success. Finally, we discuss some perspectives and future
studies about these behaviours.

Key words: spider, Anelosimus vierae, sexual behaviour.

RESUMEN

Comportamiento reproductor de una arana subsocial uruguaya Anelosimus vierae: una
revision. El presente trabajo tiene como objetivo recapitular los estudios acerca del comportamiento
reproductor de una arafa subsocial, endémica de Uruguay Anelosimus vierae. Enmarcamos el
comportamiento reproductor de la especie mencionando los aspectos mas relevantes de su historia
de vida. Analizamos el comportamiento de induccidon espermatica, necesario en los machos para
poder transferir el esperma desde su genitalia hasta los 6rganos copuladores ubicados en los
pedipalpos. Posteriormente, describimos las conductas involucradas en el comportamiento sexual,
considerando cortejo, pseudocopula y copula, asi como las estrategias reproductivas de machos y
hembras segun el contexto social en el que se encuentren. Para completar la visién de la reproduccion
en esta especie, analizamos aspectos sobre el comportamiento maternal y cooperativo entre
hermanos que constituyen una parte fundamental al momento de evaluar el éxito reproductor.
Finalmente, discutimos algunas perspectivas y estudios a futuro sobre estos comportamientos.

Palabras clave: arafia, Anelosimus vierae, comportamiento sexual.
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INTRODUCTION

Social behaviour and its evolution have been studied with great emphasis by many
entomologists, mainly from the 1970s (Wilson, 1971). This is because insects are an
excellent model given that some species have complex societies with castes and division
of labour. Many years later, other arthropods with different types of sociality in relation to
insects have also been studied (Kullman, 1972; Uetz & Hieber, 1997; Lubin & Bilde, 2007;
Foelix, 2011).

Social behaviour in spiders has attracted attention because the vast majority are solitary,
territorial and cannibalistic. Approximately 60 species, of 45.674 described (World Spider
Catalog, 2015), live in some kind of sociality (Avilés, 1997, Uetz & Hieber, 1997). Most of
the studies on social spiders have focused on cooperative behaviours such as parental care,
nest building and prey capture (Brach, 1975; Christenson, 1984; Gundermann, 1997; Ebert,
1998; Jones & Parker, 2002; Ghione et al., 2004).

However, there are few studies on sexual behaviour and reproductive aspects of social
spiders (Lubin, 1986; Smith, 1997; Erez et al., 2005; Klein et al., 2005; Pruitt & Riechert,
2009, 2011; Pruitt et al., 2011, Viera, 2011). This may be because at first glance the sexual
behaviour of social spiders may be boring when compared to solitary spiders. In solitary
species there may be high risk of mortality through their predacious potential mate; males
may be killed by the female during courtship, copulation or after copulation (Schneider &
Andrade, 2011). So, in this scenario, the courtship of solitary spiders males may be
prolonged, involve bridal gifts and males may copulate while females are eating (Schneider
& Andrade, 2011). However, in social spiders the male courtship behaviour does not involve
inhibition of aggressive females because social spiders have tolerant habits (Kullman, 1972;
Buskirk, 1981; Bilde & Lubin, 2011).

Anelosimus (Family: Theridiidae) is one of the genus that include solitary, subsocial and
quasisocial species. In subsocial spiders the offspring of a female keep together in a common
nest part of their life cycle and at some point they disperse, while in the quasisocial spiders
they stay together throughout their life cycle (Avilés, 1997). The general accepted hypothesis
is that quasisocial spiders evolutionarily derived from subsocial ones (Avilés, 1997). The
genus Anelosimus contains species of different degree of sociality, from solitary to social
ways of life. Therefore, subsocial Anelosimus spiders are an appropriate model for the
evolutionary study of sociality.

In Uruguay lives the endemic subsocial spider Anelosimus vierae Agnarsson, 2012.
Research on this species has included studies of cooperative, maternal and sexual behaviour
(Ghione et al., 2004; Albo et al., 2007; Viera et al., 2007a, 2007b; Viera & Albo, 2008; Cayafa
et al., 2011; Lorieto et al., 2010 Gomez et al., 2015; Da Rocha Dias & Viera, in prep.). This
revision aimed to update the reproductive behaviour and also provide original data of the
Uruguayan subsocial spider A. vierae. This update will be useful to detect the gaps in our
knowledge about the sexual behaviour of this species and will be the starting point to
compare it with that of species with different grades of sociality.
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Fig. 1. Nest of Anelosimus vierae.

Anelosimus vierae LIFE HISTORY

A. vierae is a subsocial spider from Uruguay. Its taxonomic status was problematic until
recently; it was called Anelosimus cf. studiosus because is morphologically similar to
Anelosimus studiosus, its North American congener (Levi 1956 and 1963). Agnarsson
(2012) resolved it status as a new species based on molecular analysis and behavioural
data.

A. vierae builds nests in the lower part of the evergreens with dried leaves and silk
(Fig. 1). Each nest is composed of a mother and her first and second offspring that live
during the summer and part of the autumn (December-May) (Viera et al., 2007a). The
mother cares for the young, and juveniles show lack of aggressiveness and cooperate
in different activities in the natal nest (Viera et al., 2007b).
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Fig. 2. Male (A) and female (B) of Anelosimus vierae.

Individuals remain in the communal nest until they reach adulthood at the end of the
spring. They have a 2:1 secondary sex ratio (operative) biased towards females (Viera
et al., 2007a). It takes a variable number of moults to reach adulthood according to the
gender, until eight moults in females and six in males (Fig. 2A, B). So, males mature and
die earlier than females, while the latter mature asynchronously (Viera et al., 2007a). The
reproductive period occurs in the months of October and November (Viera et al., 2007a).
Egg-sacs and spiderlings are present in summer and females die in late fall (Viera et al.,
2007a, 2007b).

SPERM INDUCTION

After the maturation of male spiders, they go in search of females to mate, but
previously they have to charge their copulatory organs, that are in the pedipalps, with the
sperm that is produced in the gonads located in the abdomen. So, they engage in a process
called sperm induction. First they build a sperm web, which varies in size and shape
depending on the spiders families. Second, they deposit a droplet of semen from their
gonopore on the web, and then takes up the semen in their pedipalps (Foelix, 2011).

Under laboratory conditions, we contacted an adult male with an adult female of A.
vierae (N= 30) and filmed for two hours the occurrence and characteristics of male’s sperm
induction (Rojas Buffet & Viera, in press.). Results show that just after mating several
males performed sperm induction. Within the two hours of experience, there was no re-
mating.

The sperm induction of this species consists of several stages that we describe as
follows. The males remain suspended with the ventral zone up in the female’s web, build
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a scaffolding of the sperm web that consists of two nearly parallel threads connected with
the female’s web. Then, males begin to lay a swath of threads between the parallel threads
following several abdomen movements and laying threads in certain points of the parallel
threads. The sperm web is a horizontal hourglass shaped web. Once the sperm web is
finished, immediately, males move repeatedly the abdomen up and down until a drop of
sperm emerge and is deposited on the thin middle portion of the sperm web. Then they
place the tip of one pedipalp on the sperm drop with fast vibratory movements and absorb
it; and repeat the same process with the other pedipalp. The duration of the entire process
of sperm induction (sperm web construction + emergence of sperm drop + filling the
pedipalps) takes approximately 5 min (Rojas Buffet & Viera, in press.).

TWO SCENARIOS FOR SEXUAL ENCOUNTERS IN A. vierae

Females can show one of two reproductive tactics according to the availability of
resources (Ferreira, 2015). They con remain in the maternal nest sharing the web with
other sisters (multi-female nest) or disperse as subadults and build individual nests (uni-
female nest) (Viera et al., 2007a). So, when males disperse from their natal nest they can
find multi-female nest with many subadult and adult females or with a uni-subadult-female
nest. The scenarios determine the sexual strategies and preferences of males. (Viera &
Albo, 2008; Rojas Buffet, 2011). Viera and Albo (2008) made an experimental design
simulating a multi-female nest of A. vierae that allowed males to choose between females
of different age and reproductive status (Fig. 3). These multi-female nests consist of one
mature female, one recently moulted female and one subadult (penultimate) female. The
authors found that all males courted at least one female, and no courtship was observed
towards subadult females. Although recently moulted and mature females were receptive
and attractive and males courted both simultaneously, males preferred to copulate with
the mature males.

Albo et al. (2007) also reproduced the uni-subadult-female nest. In this scenario, the
subadult female was exposed to two males. Subadult females were very attractive to
males, which located their refuges, courted and fought with other males. Many subadult
females actively vibrated and touched males and elicited pseudocopulations. The adoption
of adult mating posture and the prolonged pseudocopulation shown by subadult females
was described in this work for the first time in spiders.

COURTSHIP, COPULATION AND PSEUDOCOPULATION

Albo et al. (2007) and Rojas Buffet & Viera (unpublished data) found that when males
arrive to an adult or subadult female web, they perform courtship walking and they move
their pedipalps alternately and vibrate their body. When they reach a female they touch legs
and abdomen with legs | and pedipalps.
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Fig. 3. Flowerpot used as experimental design using two adult males and four females of different reproductive
stages.

Receptive adult females respond to male courtship by performing body vibrations and
touching males with forelegs. Then the couple adopts the receptive posture, the male
suspends horizontally in the female web, with ventral side up, and the prosoma towards
the female; and the female faces down and the body axis is approximately inclined 45°.
In this position, the male begins to make several attempts to insert their copulatory organs

Bol. Soc. Zool. Uruguay (22 época). 2015. Vol. 24 (2): 206-216. ISSN: 0255-4402



212 Reproductive Behaviour in Anelosimus vierae

performing drumming behaviour with both pedipalps on the female epigynum, until one
achieves the pedipalpal insertion. He makes several ejaculations with that pedipalp and then
changes the pedipalp and starts again the same routine with the other pedipalp. The total
duration of the copulation is more than one hour. The end of the copulation can be given
by both sexes, when the male withdraws the copulatory organ voluntarily or when the female
repeatedly twists her body until it is released from the male copulatory organ (Albo et al.,
2007; Rojas Buffet & Viera, unpublished data).

Male courtship when they are exposed to subadult females is longer than against adult
females (Rojas Buffet & Viera, unpublished data). In some cases, subadult females accept
male courtship and adopt the typically adult receptive posture. In this position the male
pedipalps face the area of the female epigynum. The male makes several attempts to insert
the copulatory organs, drumming with his pedipalps alternately (right and left, either) the
female epigynum, but cannot insert any of them because of a mechanical impediment given
that females do not have fully developed epigynum (Albo et al., 2007; Rojas Buffet, 2011).
The drumming of the male pedipalps on the female epigynum is not a continuous behaviour;
the male stops this movement and before he continues with a new cycle of drumming, he
remains quiescent or moves away. This behaviour powerfully attracted our attention and
therefore we are currently assessing the implications for both sexes of having it (Rojas Buffet
& Viera, unpublished data).

CONFLICT BETWEEN MALES

When two males arrive to a female web they engage in agonistic behaviour. Behavioural
patterns involved in male-male conflicts are: silk thread tension, vibration, persecution,
ritualised fighting and grapple. The two last behaviours occur in few cases and when both
males have similar body condition. In the ritualised fighting, the males confront venter-to-
venter and facing upwards, contacting leg tarsi and vibrating intensively their bodies, but
causing no damages. In the grapple, males face each other, crossing legs and biting each
other chelicerae to chelicerae, finishing with injuries or death of one of the individuals (Albo
et al., 2007; Rojas Buffet, Gobmez & Viera, unpublished data).

The winner male mates with the female firstly. However, the loser male remains as
«satellite» probably because the adult females re-mate easily; she can accept the loser male
then. Therefore, it is expected that both males have a percentage of paternity of the female’s
offspring.

Lorieto et al. (2010) did not found a pattern of sperm priority using the sterile male
technique. Both the first male that copulates and the second one show highly variable
percentages of paternity, including total paternity of the first male and total paternity of the
second male, suggesting that other factors have greater importance and that there may be
cryptic female choice in this species.
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ASPECTS OF BREEDING THAT INFLUENCE THE FUTURE REPRODUCTIVE SUCCESS

Regurgitation from adult females towards juveniles is a well-known phenomenon in social
spiders (Lubin & Bilde, 2007). In the subsocial spider A. vierae maternal regurgitation to
offspring plays an important role in the survival of the colony (Ghione et al., 2004). However,
food transfer between large juveniles also occurs in this species. Viera et al. (2005)
experimentally tested if well fed penultimate females were capable of regurgitating fluids
to starved males, and if well fed penultimate males were capable of regurgitating fluids to
starved females. They concluded that both well fed penultimate males and females can feed
other starved subadults, but when given access to members of the opposite sex, males
benefit more from females than females with males. Later, in Gémez et al. (2015), we
investigated if this regurgitation exchange among subadults could contribute somehow in
the adult male’s fitness. In this study, we examined the effects of supplementary food on
the subadult male’s development towards maturity. We carried out two types of trial: groups
of subadult males and females siblings and non-siblings were weighed, and cephalothorax
and leg | in adult males were measured. Our results suggest that the supplementary food
obtained by males from sisters allows the acquisition of larger size. Besides weight gain,
males fed by females reached larger sizes of leg | femur and tibia. As we said previously,
leg | plays an important role in intrasexual competition, given that males with larger legs
are more likely to win agonistic encounters and mate in first place. Although Lorieto et al
(2010) did not found a pattern of sperm priority, more studies using molecular tools, are
necessary to elucidate the cryptic female choice.

CONCLUSIONS AND FUTURE PERSPECTIVES

This review collects information on sexual behaviour in A. vierae. This species has
shown very striking features in reproductive terms such as stereotyped male-male fighting
and sexiness of juvenile females for males, and not only that but also, the surprising
response of these females similar to the behaviours shown by adult females. Such
reproductive characteristics, like other features of their life history, match with the
evolutionary position of this species between solitary and more social spiders. Studies on
the reproductive mechanisms in subsocial and quasisocial spiders are scarce and we
believe that many more studies are needed to understand how the sexual selection
operates in social species.

Given that one of the advantages of group living is to increase reproductive success,
the study of the reproductive mechanisms is a key point to understand how sociality has
evolved in spiders. The solitary, subsocial and quasisocial species may have different
characteristics regarding sexual behaviour. So, the study of sexual interactions will let us
understand how sexual selection works in spiders with different degree of social behaviour.
Our future studies aim to understand the causes and possible benefits of the
pseudocopulatory behaviour for one or both sexes of A. vierae, and in particular to
comprehend how it affects future sexual encounter in the couples involved. In addition,
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considering the available behavioural data, it would be interesting to test thorough
experimentation male mate choice and cryptic female choice hypotheses in this species.
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