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Resumen: Tipicamente se conoce que los machos maximizan su éxito reproductivo al aparearse

con el mayor numero de hembras posibles, mientras que las hembras lo logran al ser mas selectivas. No
obstante, a pesar de que un solo apareamiento a menudo le proporciona suficientes espermatozoides
para fertilizar todos los huevos, en diferentes taxones se conoce que las hembras obtienen beneficios
directos o indirectos al aparearse multiples veces, generalmente con machos diferentes. De hecho, los
sistemas de apareamientos multiples son mas comunes que los monégamos, involucrando procesos
selectivos durante y después del apareamiento por parte de machos y hembras que finalmente pueden
determinar sesgos en la paternidad. La eleccion criptica femenina puede promover presiones de
seleccion posteriores al apareamiento mediante el sesgo en el éxito de la fertilizacion por parte de
espermatozoides de diferentes machos basado en diversas caracteristicas mostradas por los machos
previamente que serian indicadoras de calidad genética o estarian asociadas a beneficios de algun tipo
para la hembra y las crias. Esto se ha reportado para diferentes especies, incluyendo arafias donadoras
de regalos nupciales donde las hembras pueden almacenar espermatozoides de manera diferencial
acorde con la presencia y caracteristicas de regalo nupcial ofrecido por los machos. Usualmente las
hembras de estas especies se aparean con varios machos de forma que adquieren maltiples regalos
nupciales y multiples eyaculados. En la arafia Paratrechalea ornata existen dos tipos de regalos;
nutritivo: presas frescas, y simbolico: restos de presas o partes vegetales. Durante el cortejo las hembras
parecen elegir a los machos basadas en la presencia de regalo, mientras que la duracién del apareamiento
es similar con machos que ofrecian regalos nutritivos o simbdlicos. Sin embargo, estas incrementan su
fecundidad cuando reciben mdltiples regalos nutritivos. En este trabajo se examind a través de un
enfoque molecular la existencia de sesgos en la paternidad a través de procesos post-copulatorios (i.e.
eleccion criptica femenina) basados en el contenido del regalo en P. ornata. En el primer capitulo, se
optimizaron microsatélites reportados para una especie del mismo género, de los cuales se genotiparon
con éxito cuatro loci: B2, B3, C1 y D4 en aproximadamente 40 ejemplares. En el segundo capitulo se
determin la paternidad utilizando los marcadores moleculares optimizados, se realizaron experimentos
comportamentales exponiendo hembras consecutivamente a dos machos, uno con regalo nutritivo y otro
con uno simbdlico, controlando también por el orden de apareamiento. Una vez las crias emergieron se
contabilizaron, se genotiparon la hembra y los machos con los que habia copulado y se asigné la
paternidad a la descendencia. Los datos mostraron la existencia de un sesgo en la paternidad con el 83%
de los casos a favor de un solo macho. Sin embargo, este sesgo no tuvo relacién con el tipo de regalo,
ni parecié depender del orden de apareamiento, su duracion o el tamafio del macho. Los resultados de
este trabajo significan un avance en cuanto a la metodologia para el estudio de paternidad en esta especie
de arafia y sugieren que las hembras de P. ornata podrian sesgar la paternidad hacia uno de los machos,
aunque el rasgo evaluado y preferido seria alin un interrogante.

Palabras claves: regalo nupcial, éxito reproductivo, procesos postcopulatorios, microsatélites,
Paratrechalea ornata.



Summary: Males are typically known to maximize their reproductive success by mating with

as many females as possible, while females do so by being more selective. However, despite the fact
that a single copulation often provides enough sperm to fertilize all the eggs, in different taxa females
are known to obtain direct or indirect benefits from mating multiple times, usually with different males
(polyandry). In fact, multiple mating systems are more common than monogamous systems, involving
selective processes during and after copulation by males and females that can ultimately determine
biases in paternity. Cryptic female choice can promote post-copulatory selective pressures by biasing
the success of fertilization of sperm from different males based on various characteristics previously
shown by males that would be indicative of genetic quality or associated with benefits of some kind for
the female and the offspring. This has been reported for different species, including nuptial gift-giving
spiders where females can store sperm differentially according to the presence and characteristics of the
nuptial gift offered by males. Usually the females of these species mate with several males so that they
acquire multiple nuptial gifts and multiple ejaculates. In the spider Paratrechalea ornata there are two
types of gifts; nutritious: fresh prey, and worthless: prey leftovers or plant parts. During courtship,
females appear to choose males based on the presence of a gift, and mating duration is similar with
males offering nutritive or worthless gifts. However, they increase their fertility when they receive
multiple nutritive gifts. In this work, through a molecular approach, the existence of post-copulatory
processes (i.e. cryptic female choice) based on the gift content was examined in P. ornata. In the first
chapter, the reported microsatellites for a species of the same genus were optimized, of which four loci
were successfully genotyped: B2, B3, C1 and D4 in about 40 spiders. In the second chapter, the paternity
shared by two males was determined using the optimized molecular markers. Thus, behavioral
experiments were performed exposing females consecutively to two males, one with a nutritive gift and
the other with a worthless one, also controlling for the order of copulation. Once the offspring emerged,
they were counted, the female and the males with whom they had copulated were genotyped and
paternity was assigned to the offspring. The data showed that in 83% of the cases, there was a paternity
biased towards a single male. However, this bias was not related to the type of gift, nor did it appear to
depend on the copulation order, its duration, or the male size. The results of this work represent an
advance in terms of the methodology for the study of paternity in this spider species and suggest that P.
ornata females may bias paternity towards one of the males, although the evaluated and preferred trait
would still be a question mark.

Keywords: nuptial gift, reproductive success, post-copulatory processes, microsatellites, Paratrechalea
ornata.



Introduccion general

Introduccion general

Darwin propuso y desarrollé6 ampliamente la teoria de la seleccion sexual (Darwin, 1871),
sugiriendo que los caracteres que incrementan el éxito reproductivo individual pueden
evolucionar, aungque supongan un costo en términos de supervivencia. Distingui6 dos formas
de seleccion sexual: la competencia entre los machos por acceder a las hembras, o seleccién
intrasexual, y la eleccion de macho que realizan las hembras, o seleccién intersexual. El
esfuerzo reproductivo se materializa en la produccion de gametos, el apareamiento y los
cuidados parentales (Parker etal., 1972; Trivers, 1972). Las hembras invierten muchos recursos
en produccion de gametos y cuidados parentales, con lo que optimizan la elevada inversién
realizada en Gvulos. En cambio, los machos invierten, sobre todo, en conseguir apareamientos,
por el menor valor energético que tendria para ellos la produccion de espermatozoides
(Bateman, 1948). Esto determina que desde un paradigma clasico los machos buscarian
aparearse con el mayor nimero de hembras posibles, mientras que las hembras serian méas
selectivas, eligiendo algunos machos.

Sin embargo, se conoce que en diferentes taxones como artrépodos, peces, reptiles, aves
y mamiferos, las hembras se aparean multiples veces, la mayoria con machos diferentes
(poliandria) (Awad et al., 2015; Duran et al., 2015; Hohoff et al., 2003; Marino et al., 2015;
Muck et al., 2009). A pesar de que un solo apareamiento a menudo le proporciona suficientes
espermatozoides para fertilizar todos los huevos, los sistemas de apareamientos multiples son
mas comunes que los sistemas mondgamos (Arnqvist & Nilsson, 2000). Los datos empiricos
evidencian varias ventajas para las hembras al participar en mdltiples apareamientos que
involucran beneficios directos e indirectos. Los beneficios directos son aquellos que mejoran
el exito de las hembras durante el periodo reproductivo, tales como cuidado parental de varios
machos, adquirir territorios necesarios para alimentacién y/o reproduccion (Simmons, 2005) o
nutrientes (Fedorka & Mousseau, 2002; Gray, 1997), como recibir regalos nupciales (Lewis &
South, 2012; Vahed, 1998, 2007). Por otro lado, aparearse multiples veces le puede
proporcionar a las hembras beneficios indirectos (genéticos), que comprenden genes o
combinaciones de genes que aumentan el éxito reproductivo medio de la descendencia
proveniente de varios machos en comparacion con la descendencia de un solo macho (Fisher,
1930; Zahavi, 1975). Si la eleccidn de aparearse multiples veces radica en obtener beneficios
indirectos, las hembras podran utilizar mecanismos post-copulatorios para sesgar la
fertilizacion de huevos con espermatozoides de ciertos machos y aumentar la
diversidad/calidad genética y el éxito reproductivo de los descendientes (Jennions & Petrie,
2000). La eleccion criptica femenina, definida como la aparicion de sesgos de paternidad entre
machos, que surgen como resultado de rasgos conductuales, fisiolégicos o morfoldgicos de las
hembras (Eberhard, 1996), puede promover la seleccion posterior al apareamiento a través del
almacenamiento o la utilizacion diferencial de espermatozoides (Bretman et al., 2009), o
mediante su eyeccion (Burger, 2010; Dean et al., 2011). Por otro lado, la ocurrencia de
poliandria trae aparejado que el esperma de distintos machos pueda coexistir y competir en el
tracto de la hembra con la que han copulado, dando lugar a un mecanismo de seleccion sexual



Introduccion general

post-copulatorio: la competencia espermaética. Durante este proceso la capacidad del macho de
fertilizar con éxito los huevos puede depender de diferentes caracteristicas, incluyendo la
capacidad de eliminar o desplazar los espermatozoides de otros machos, la capacidad de
competir directamente contra otros espermatozoides para alcanzar y fertilizar los huevos, o
evitar que las hembras vuelvan a aparearse a través de los tapones genitales (Kvarnemo et al.,
2013) o guardias (Alcock, 1994).

Los sistemas de apareamiento poligamicos son ideales para estudiar los diversos
factores gque influyen en los procesos post-copulatorios y en definitiva en el éxito reproductivo
de los individuos. Este es el caso de las especies donadoras de regalos nupciales donde las
hembras usualmente se aparean con varios machos de forma que adquieren maltiples regalos
nupciales (beneficios directos) y multiples eyaculados (beneficios indirectos) (Arnqvist &
Nilsson, 2000). EI macho transfiere el regalo nupcial a la hembra antes o durante el
apareamiento; los regalos pueden aumentar, disminuir o ser neutrales para el éxito de ambos
sexos (Lewis & South, 2012; Vahed, Road, & Gb, 1998). Los regalos nupciales se han
clasificado en dos tipos: enddgenos cuando son secretados por los machos, o exdgenos cuando
se producen utilizando materiales u objetos de los alrededores (Lewis & South, 2012). Existe
una gran diversidad de formas, incluidos alimentos o presas como en el caso de algunas moscas
(Empididae); secreciones glandulares como ocurre en cucarachas (Blattidae) donde las
hembras se alimentan de acido Urico secretado por los machos, o como en los tetigonidos
(Tettigoniidae) donde los machos producen el espermatophylax, una masa gelatinosa unida al
espermatadforo, que es consumida por la hembra durante la trasferencia espermatica (Gwynne,
2008; Lewis & South, 2012; Lewis et al., 2014). En especies con regalos nupciales podria
ocurrir que las hembras evaluaran las caracteristicas del regalo (presencia, calidad nutricional,
aspecto, etc.) con una posible interaccion con el fenotipo masculino (atributos y calidad del
macho), pudiendo ademas ejercer seleccion a nivel post-copulatorio (eleccion criptica
femenina) si ha copulado con machos diferentes que han ofrecido regalos de distinto tipo.

En arafas, algunos regalos consisten en materiales recolectados como presas frescas
(regalos nutritivos), restos de presas o partes vegetales (regalos simbolicos) que son envueltos
en seda por los machos (Albo et al., 2014; 2011; Bristowe, 1958; Costa-schmidt & Carico,
2008). Esto resulta en dos tacticas de apareamiento (AMTSs por su sigla en inglés), existiendo
una tactica dominante y otra alternativa que ocurre en menor frecuencia y obtiene menor éxito
reproductivo que la primera (Brockmann, 2001; Gross, 1996; Taborsky et al., 2008). Este es el
caso de la especie paleartica Pisaura mirabilis (Pisauridae) en donde la proporcion de regalos
simbdlicos es de un 30% en la naturaleza y las hembras reducen la duracién del apareamiento
cuando los machos que ofrecen regalos simbdlicos (Albo et al., 2019; 2011). Esta especie ha
sido muy estudiada en relacion a los procesos selectivos experimentados por ambos sexos
(Andersen et al., 2008; Bilde et al., 2006; Drengsgaard & Toft, 1999; Prokop, 2007; Prokop &
Maxwell, 2009; Stalhandske, 2002). Los machos de P. mirabilis pueden copular sin ofrecer un
regalo, pero las hembras prefieren machos con regalo. La presencia del regalo aumenta en gran
medida el éxito de apareamiento, la prolonga y facilita la posicion (Stalhandske, 2001). Las
hembras almacenan mas espermatozoides de machos con regalos nupciales que de machos sin
regalo (Albo et al., 2013). Algo similar ocurre en la arafia neotropical Paratrechalea ornata
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(Trechaleidae), donde los machos pueden ofrecer regalos nutritivos o simbdlicos (Albo et al.,
2014). Al momento la evidencia empirica indica que la tactica empleada, i.e.: el tipo de regalo,
es un rasgo plastico representando una estrategia condicional que esta modulada por la
disponibilidad de presas y la condicion corporal del macho (Albo et al., 2014; Pavon-Pelaez et
al., en revision). A diferencia de los ejemplos de AMTSs en esta especie los regalos simbolicos
se encuentran en altas proporciones pudiendo llegar al extremo de casi 100% en algunas
poblaciones (Albo et al., en revision). Se conoce que las hembras favorecen la ocurrencia y
duracion del apareamiento con los machos que ofrezcan regalos sobre aquellos sin regalo (Albo
etal., 2014). Durante el cortejo las hembras parecen elegir a los machos basadas en la presencia
de regalo y no en su contenido dado que aceptan con la misma frecuencia apareamientos con
regalos nutritivos y simbdlicos (Pandulli-Alonso et al., 2017). Esto no es sorprendente ya que
al parecer las hembras sélo pueden reconocer el contenido del regalo una vez comienzan a
comerlo durante el apareamiento. La duracion del apareamiento también es similar con regalos
nutritivos o simbdlicos, aunque se ha sugerido que las hembras podrian sesgar el nimero de
espermatozoides almacenados dependiendo del contenido del regalo ( Albo & Peretti, 2015).
Incluso, al obtener regalos nutritivos luego de multiples apareamientos, las hembras aumentan
su fecundidad y obtienen una mayor numero de crias que cuando reciben regalos simbolicos
(Pandulli-Alonso et al., 2017). Sin embargo, no esté claro si existe eleccion criptica femenina
en base al contenido del regalo y que consecuentemente sesgue la paternidad de los machos.

El objetivo general de este trabajo fue examinar la existencia de procesos post-
copulatorios, en particular eleccion criptica femenina, basada en el contenido del regalo en P.
ornata. En el Capitulo 1, se evaluaron 12 microsatélites reportados para una especie del mismo
género (Tieppo Da Silveira & Bonatto, 2009) y se caracterizaron un conjunto de loci
polimérficos en cerca de 40 ejemplares procedentes de cuatro poblaciones. En el Capitulo 2,
se realizaron experimentos comportamentales y mediante los microsatélites caracterizados, se
estimd la paternidad de la descendencia de hembras que se aparearon consecutivamente con
machos donadores de regalos simbdlicos y nutritivos. Conociendo las proporciones de
paternidad encontradas para cada macho se evaluo si las hembras favorecen cripticamente a
machos segun el tipo de regalo.
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Capitulo 1

Caracterizacion de cuatro microsatélites
hipervariables en una arafia donadora de regalos
nupciales y su perspectiva para analisis de
paternidad.

Pandulli-Alonso I, Germil M, Albo MJ & | Tomasco. 2020. Characterization of four
hypervariable microsatellites loci in a nuptial gift-giving spider and its prospect for paternity
analyses. Arachnology 18 (5), 477-481.



Capitulo 1

Capitulo 1. Caracterizacion de cuatro microsatélites hipervariables en una arafia donadora de
regalos nupciales y su perspectiva para analisis de paternidad.

Pandulli-Alonso, 1.%; Germil M*2; Albo, M. J.! & I. Tomasco?
!Departamento de Ecologia y Biologia Evolutiva. Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable.
Montevideo, Uruguay. 2Departamento de Ecologia y Evolucion. Facultad de Ciencias, Universidad de la
Republica Montevideo, Uruguay

Resumen

En la arafia de regalos Paratrechalea ornata, las hembras se aparean varias veces y aparentemente
puede sesgar la paternidad segun el contenido del regalo nupcial (nutritivo o simbélico). Los estudios
de paternidad que utilizan marcadores de microsatélites serian, por lo tanto, ideales para estudiar el
éxito de la fertilizacion del macho en la descendencia. Se genotiparon cuatro microsatélites previamente
reportados en una especie del género usando 43 individuos de cuatro diferentes localidades en Uruguay.
Se describe la variacion alélica y genotipica en todos los loci y compara los hallazgos con la variacion
informada para el género. Excepto por un locus, todos los loci mostraron desviacion significativa del
equilibrio de Hardy-Weinberg debido al déficit de heterocigotas. Esto posiblemente podria explicarse
a la naturaleza mixta de la muestra y el efecto de la estructura poblacional. Estos loci, y especialmente
aquellos que son altamente hipervariables, son una herramienta importante para la evaluacion de
paternidad y permitirdn una mejor comprension del papel de los procesos post-copulatorios en P.
ornata.

Palabras clave: Araneae » marcadores moleculares * Arana neotropical * Paratrechalea ornata « STR
* Uruguay

Introduccion

En los sistemas de apareamiento donde las hembras son poliandricas y tienen fertilizacion
interna, el éxito de la paternidad de los machos no solo depende del acceso a los apareamientos
sino también del éxito de fertilizacion de los 6vulos de las hembras. Esto se debe a que los
procesos pre-copulatorios (caracteristicas del cortejo y apareamiento) y post-copuladorios
(caracteristicas de competencia espermatica) finalmente interactian determinando el éxito de
los individuos (Devigili et al., 2015; McDonald et al., 2017; Pélissié et al., 2014).

Una cuestion fundamental para comprender el efecto de estos procesos en el éxito
reproductivo individual es conocer la paternidad compartida por los machos. Tradicionalmente
en invertebrados, los estudios de paternidad se han desarrollado utilizando la técnica de macho
estéril (Bjork & Pitnick, 2006; Hotzy & Arnqvist, 2009; House & Simmons, 2003; Sirot et al.,
2007; van Lieshout & Elgar, 2011). Esta técnica implica la exposicion de los machos a rayos
X, lo que da como resultado, machos estériles, pero con espermatozoides aun con capacidad
competitiva y capaces de fertilizar vulos femeninos, pero que no contintan con su desarrollo.
A pesar de la simplicidad y el bajo costo, esta técnica es limitada en varias formas (por ejemplo,
en el nimero de padres que se puede identificar), y en su lugar se prefieren los marcadores
moleculares como los microsatélites (Helminen et al., 1988). Los microsatélites, también
conocidos como repeticiones en tandem cortas (STR por su sigla en inglés: short tandem
repeat), son marcadores moleculares hipervariables de ADN repetitivo (rango de longitud 2-10
pb) que puede mostrar altos niveles de polimorfismo intraespecifico (Planas et al., 2014). Se
han caracterizado y utilizado multiples microsatélites para la evaluacién de la paternidad en

10



Capitulo 1

diversas especies de invertebrados (Fraser et al., 2014; Rojas-Hernandez et al., 2014; Van
Oosten et al., 2016; Yue et al., 2010).

En comparacion con muchos otros taxones, el uso de microsatélites para analisis de
paternidad apenas se ha aplicado en arafias (Krehenwinkel et al., 2019; Schéfer et al., 2008;
Tuni et al., 2012; Uhl et al., 2015), muy probablemente porque la técnica de macho estéril se
ha utilizado con éxito en este grupo (Austad, 1982; Christenson & Cohn, 1988; Danielson-
Francoisetal., 2012; Drengsgaard & Toft, 1999; Kaster & Jakob, 1997; Neumann & Schneider,
2015; West & Toft, 1999), e incluso recientemente validada (Magris, Wignall, & Herberstein,
2015). La especie Paratrechalea galianoae (Carico, 2005) es una de las pocas arafias
neotropicales para las cuales se han aislado y reportado 12 microsatélites (Tieppo Da Silveira
& Bonatto, 2009). En 27 individuos de esta especie, esos loci mostraron un alto polimorfismo,
y se identificaron entre tres y 14 alelos. Aungue se sabe poco sobre esta especie en particular,
se documenta que el género tiene machos que ofrecen regalos nupciales a las hembras como
estrategia reproductiva (Albo & Costa, 2010; Costa-schmidt & Carico, 2008).

La presencia de regalos nupciales es tipica en la especie semiacuéatica Paratrechalea ornata
(Mello-Leitao, 1943), que es una especie modelo para estudiar la seleccion sexual en relacién
con esta estrategia reproductiva particular (Albo et al., 2014). Los machos pueden ofrecer
regalos nutritivos (presas) o simbdlicos (restos de presas o pequefias partes de plantas)
envueltos en seda (Albo & Costa, 2010). Las hembras son poliandricas (Pandulli-Alonso et al.,
2017) y se ha sugerido que pueden sesgar el almacenamiento de espermatozoides y la
paternidad hacia los machos que ofrecen regalos nutritivos (Albo & Peretti, 2015). La
comprension de los complejos procesos post-copulatorios y los patrones de paternidad en esta
especie requiere, por lo tanto, el desarrollo de nuevas técnicas. El objetivo de este estudio fue
probar la amplificacion cruzada de loci de microsatélites descritos en otra especie en P. ornata,
y evaluar la viabilidad de la amplificacion por PCR vy la variabilidad de alelos de los loci de
microsatélites en P. ornata, utilizando los que ya se informaron para la especie P. galianoae
(Tieppo Da Silveira & Bonatto, 2009).

Materiales y métodos

Fueron seleccionados al azar a 43 individuos adultos de P. ornata. Dichos individuos fueron
recolectados por Maria José Albo y colaboradores durante 2012-2016 en cuatro localidades
(Figura 1): 10 de la Quebrada de los cuervos, Departamento de Treinta y Tres (S 32° 56’
58.261°" O 54° 27’ 21.808’); 10 de Lunarejo, Departamento de Rivera (S 31° 13° 50.653*” O
55° 52’ 17.835’); 10 de Queguay, Departamento de Paysandu (S 32° 8 8.344”* O 57° 56’
32.168”’) y 13 de Paso del Molino, Departamento de Lavalleja (S 34° 16° 39.256°> O 55° 14’
0.729°"). Todos los individuos fueron conservados en etanol al 75% y depositados en la
coleccion del 1IBCE.

El ADN fue extraido a partir de 4 patas de las arafias siguiendo el protocolo modificado
ya que el original trabajaba sobre sangre y con voliumenes mayores (Miller et al., 1988) y las
concentraciones de ADN cuantificadas usando nanodrop (espectrofotometro NANADROP
LITE, Thermo Scientific). Fue realizada la amplificacién por PCR en un volumen total de 10
ul que contenia: 0.1 pl de Taq Polimerasa (5 unidades / pl), 1 ul de Tampon, 0.8 pl de MgCl12
(25mM), 0.2 pl de cada cebador (10Mm), 0.2 ul de dNTPs incluyendo 10 mM de cada dNTP,
2.5 pl de agua libre de ARN y ADN y 5 ul de dilucion de ADN (4 ug / pl). Las condiciones de
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amplificacion fueron: 95°C durante 3 min, seguido de 35 ciclos a 94°C durante 30 s de
desnaturalizacion, 56°C durante 30 s de asociacion y 72°C durante 30 s de extensién, y una
extension final a 72°C durante 5 min. En cada reaccion, fue incluido el control negativo
correspondiente reemplazando el volumen de la muestra de ADN por el mismo volumen de
agua libre de ADN. Cuando habia una falla de amplificacién, fueron probadas otras reacciones
bajo las siguientes condiciones: i) disminuyendo la temperatura de asociacion hasta 47°C, ii)
aumentando la concentracion de ambos cebadores, iii) aumentando la concentracion de Taq
Polimerasa, iv) aumentando la concentracion de MgCl, hasta 3.5 mM en volumen final. Fueron
analizados los 12 loci reportados por Tieppo Da Silveira y Bonatto (2009) para P. galianoae:
Al, A6, B2, B3, B4, C1, D2, D4, F1, F2, G1 y H2. En todos los casos, el cebador directo de
cada par fue marcado con fluorescencia con FAM o HEX. Los productos de PCR fueron
sometidos a electroforesis en geles de poliacrilamida durante 20 minutos a 170 V, y
visualizados en tincion con Nitrato de plata usando el protocolo modificado por Sanguinetti y
colaboradores (1994). El tamario de los productos de PCR fue estimado mediante el contraste
del peso con un estandar de tamafio de ADN de 100 pb (RAINBOW Bioron). Las
amplificaciones exitosas fueron sometidas a electroforesis en un analizador genético ABI 3130
ubicado en la Unidad de Biologia Molecular del Institut Pasteur (Montevideo, Uruguay). Fue
incluido un estandar de tamafio L1Z600 en todos los carriles. Fueron determinados los tamafios
de los fragmentos y asignados los genotipos utilizando el software Peak Scanner Software
(Applied Biosystems).

El programa GenePop (Raymond & Rousset, 1995) fue utilizado para: i) estimar las
frecuencias alélicas y genotipicas observadas y esperadas, ii) probar las desviaciones del
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) y el desequilibrio de ligamiento entre un pares de loci
utilizando la prueba exacta basada en 10.000 iteraciones de la cadena de Markov, iii) evaluar
la presencia de alelos nulos por Maxima Verosimilitud, iv) probar la diferenciacion alélica y
genotipica entre las poblaciones. El programa Cervus 3.0 (Kalinowski et al., 2007) fue utilizado
para estimar el Contenido de Informacion Polimérfica (PIC por su sigla en inglés), la
probabilidad de no exclusion de paternidad (primer y segundo padre, NE-1P y NE-2P,
respectivamente) y la combinacion de probabilidad de no exclusion de identidad (NE-I) para
cada marcador y valores generales para el conjunto de microsatélites.

Ademas, fue realizada una primera prueba preliminar, donde se evaluaron las
extracciones de ADN de 7 hembras y sus crias de campo. Las hembras con ootecas fueron
colectadas de la poblacion de Minas, Departamento de Lavalleja y mantenidas en laboratorio
hasta la eclosion de las crias. Estas 14 muestras (7 hembras y 7 camadas) se realizaron para
probar si la extraccion y posterior amplificacion serian exitosas en las crias. Acorde con los
resultados de la primera prueba, fue realizada una segunda prueba piloto utilizando una
hembra y 25 crias de su ooteca (aproximadamente ¥ del nimero total de arafias). La hembra
que llevaba un saco de huevos fue recolectada previamente del campo también de la
poblacion de Minas y fue criada hasta que las arafias se dispersaron de la ooteca. La hembra 'y
las arafias fueron conservadas en etanol al 95%. Se extrajo el ADN a partir de patas de la
hembra y de la camada de crias, segun protocolo mencionado anteriormente. Se amplificaron
los microsatélites optimizados: B2, B3, C1 y D4. Se sigui6 el mismo protocolo realizado
anteriormente para obtener los genotipos.
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Resultados

Fueron genotipados con éxito cuatro loci: B2, B3, C1y D4, mientras que los ocho loci restantes
no se amplificaron, o lo hicieron parcialmente o de manera no reproducible para P. ornata; asi
que fueron descartados para los analisis.

Se encuentra un resumen de la informacion en la Tabla 1, que muestra el tamafio
absoluto y las frecuencias de los alelos presentes en la muestra, e indices como PIC, NE-1P,
NE-2P y NE-I por locus. Fue encontrada una alta variacion de alelos en los cuatro loci,
incluidos 3, 8, 8 y 13 alelos en C1, B3, B2 y D4, respectivamente, mientras que las frecuencias
de alelos oscilaron entre 1 y 53%. Los cuatro loci genotipados presentaron valores muy
diferentes para la heterocigosidad, que se encontr6 en el rango de 0.35 a 0.73, asi como para
otros indices como el PIC que presentd el rango de 0.53 a 0.86. De acuerdo con las
caracteristicas de estos dos indices, aquellos loci con més alelos y con frecuencias de alelos
maés distribuidas uniformemente presentaron los valores mas altos. Esto se observa bien
comparando, por ejemplo, los valores de PIC entre los loci B2 y B3. Ambos marcadores tienen
el mismo nimero de alelos, pero el PIC es mucho mayor en B3 (PIC = 0.80) que en B2 (PIC =
0.53), ya que este ultimo tiene dos alelos de alta frecuencia (es decir: 0.45y 0.37) y el resto a
baja frecuencia.

Todos los loci excepto el loci B2 mostraron una heterocigosidad observada
significativamente menor que la esperada por HWE al considerar la muestra completa con
todas las poblaciones (p <0.001). Sin embargo, no encontramos salidas HWE para la mayoria
de los loci en poblaciones individuales. Ademas, no encontramos una frecuencia significativa
de alelos nulos (diferentes de cero) en todos los loci. La prueba exacta para la diferenciacion
gendmica y genotipica entre poblaciones fue altamente significativa (p < 0.01).

Encontramos que las extracciones de ADN para las 7 hembras fueron exitosas, pero no
para todas las crias, por lo cual sugerimos el uso de kit de extraccion en estos casos para
maximizar el éxito. El andlisis de los genotipos de la hembra y sus arafias agrupadas confirmo
la presencia de alelos maternos en el Gltimo y la ausencia de una mayor contribucién de
variacion por parte del padre (s). En particular, los genotipos de las arafias cria fueron: B2:
112/114, C1: 188 / 188, D4: 212/214, B3: 328/328. Todos los marcadores amplificaron
exitosamente en hembras y crias.

Discusion

De los 12 microsatélites polimdrficos (3-13 alelos por locus) informados para una especie del
género Paratrechalea por Tieppo Da Silveira & Bonatto (2009) y evaluados aqui,
amplificamos y genotipamos con éxito cuatro loci (B2, B3, C1 y D4). Este resultado
probablemente refleja la presencia de sustituciones de nucleétidos en las secuencias
flanqueantes de los 8 loci restantes en la especie P. ornata que obstaculizan la asociacion de
cebadores durante la PCR. Para los loci C1 y B3 encontramos una variacion alélica similar a
la descrita en P. galianoae (Tieppo Da Silveira & Bonatto, 2009), pero para B2 y D4
encontramos un mayor ndmero de alelos que indican la importancia de la evaluacion de
marcadores antes de su uso en otras especies. La diferencia observada, puede deberse a que
evaluamos diferentes especies, como también podria deberse a que en este trabajo fue
examinado un tamafio de muestra mucho mas grande (43 individuos) y diverso (cuatro
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localidades) en comparacion con el estudio realizado en P. galianoae (24 individuos de una
sola localidad). Consideramos que estas diferencias no son el resultado de causas intrinsecas
de la especie, como el tamafio de poblacion en P. ornata, porque la heterocigosidad promedio
de ambas especies es similar en todos los loci. En cualquier caso, se sabe que la transferibilidad
entre especies de marcadores de microsatélites se distribuye de manera desigual entre los
taxones (Barbara et al. 2007); por lo tanto, necesitamos evaluar su viabilidad caso por caso.

Los resultados revelaron que los cuatro loci estaban muy apartados del HWE,
particularmente debido un déficit de heterocigotas, en tres de ellos y, segun los datos, esto no
se debe a la presencia de alelos nulos. Debido a que nuestra muestra esta compuesta por cuatro
subpoblaciones distantes geograficamente, una explicacion adecuada podria ser el conocido
efecto Wahlund (Wahlund 1928). Esto implica una reduccion de la heterocigosidad en una
poblacion causada por la estructuracion de la misma en subpoblaciones. Es decir, si las
subpoblaciones tienen diferentes frecuencias alélicas, la heterocigosidad general de la
poblacion como un todo se reduce, incluso si las subpoblaciones mismas estdn en HWE. En
linea con esta interpretacion, encontramos que, en la mayoria de los casos, los loci no se
apartaron de HWE dentro de cada subpoblacién, y se encontrd una diferenciacion significativa
entre las poblaciones tanto en frecuencia génica como genotipica.

Se conoce que el uso de marcadores microsatélites presenta limitaciones, por ejemplo
la ausencia de HWE vy la presencia de alelos nulos dificultan el uso de estos para ciertas
aplicaciones, como la evaluacion de paternidad tradicional (Jones & Ardren, 2003). Sin
embargo, es una herramienta genética moderna y valiosa para la evaluacion de paternidad
(Taylor et al., 2014; Webster & Reichart, 2005) y se han publicado posibles soluciones a las
limitaciones (Huang et al., 2018). En nuestro caso particular, la variacién encontrada en estos
marcadores los hace ideales para estudios de paternidad entre machos conocidos, por ejemplo,
mediante el uso de la técnica de “PCR competitivo por microsatélites” (Bussiere et al., 2010;
Wooninck et al., 2000). Esta técnica puede determinar la contribucion de los machos en una
muestra de espermatozoides, asi como explicar las proporciones de paternidad de una camada
completa. Es una herramienta frecuente para la evaluacion de la paternidad y requiere la
evaluacion de marcadores de alelos exclusivos en cada padre (es decir, no compartidos por
otros machos o la hembra) entre los descendientes, sin asumir HWE. Se ha aplicado con éxito
en insectos (Bretman et al., 2009; Tyler et al., 2013) y es ideal para estimar distribuciones de
paternidad de grandes cantidades de descendientes simultdneamente. Nuestros anélisis
preliminares muestran una baja variacion en las arafias, lo que sugiere algunas hipotesis
alternativas no exclusivas: 1) las hembras apareadas con uno o muy pocos machos, 2) los
machos apareados presentaban genotipos similares a las hembras, lo cual es muy probable en
el caso de los alelos mas frecuentes, y 3) si la hembra se apareé con muchos machos, entonces
ella podria haber seleccionado después del apareamiento la descendencia de uno 0 muy pocos
machos. En cualquier caso, nuestros resultados indican la viabilidad de la técnica, asi como
también muestran que los loci D4 seguidos por B2 seran los mejores para usar debido a su
mayor variacion y fundamentalmente debido a su valor PIC. Los analisis preliminares de las
hembras y las arafias también sugieren que se necesitara un mayor esfuerzo experimental para
acceder a los machos que presentan alelos exclusivos.

En resumen, optimizamos cuatro microsatélites para la arafia donadora de regalos
nupciales P. ornata. Estos marcadores podrian usarse para, por ejemplo evaluar la relaciones
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de parentesco entre diferentes arafias o comprender las estructuracion geogréfica entre
poblaciones estrechamente relacionadas (Brewer et al., 2014). Cualquiera de estos analisis se
veria favorecido por las nuevas técnicas de secuenciacion masiva, para identificar loci mas
atiles (Krehenwinkel et al., 2019; Parmakelis et al., 2013; Planas et al., 2014). Algunos de los
marcadores son muy variables y representan una herramienta molecular potencial para los
analisis de paternidad que abre caminos para comprender mejor el papel de los procesos post-
copulatorios en esta especie. En este sentido, estos microsatélites serian especialmente
importantes para comprender profundamente si las hembras pueden sesgar la paternidad hacia
ciertos machos de acuerdo con el contenido del regalo nupcial.
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Figura 1: Mapa de cuatro localidades de Uruguay donde se tomaron las muestras de P. ornata.
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Tabla 1. Loci de microsatélites evaluados en 43 individuos de P. ornata. Tamafios absolutos (tamafio)
y frecuencias de alelos (frecuencias); N: nimero de individuos utilizados; Na: numero de alelos por
loci; Ho: heterocigosis observada; He: heterocigosis esperada por el equilibrio de Hardy Weinberg;
HWE: probabilidad de probar el equilibrio Hardy Weinberg (*: p <0.05, **: p <0.01, ***: p <0.001).

Locus
Tamaho

Frecuencia

Resumen estadistico

N Na Ho

He HWE PIC NE-1P NE-2P NE-I

186
Cl1 188
190

0.26
0.53
0.19

43 3 0.35 0.61

k%%

0.53 0.82

0.67 0.23

322
324
326
328
B3
330
332
342

346

0.01
0.20
0.12
0.11
0.05
0.19
0.04
0.25

36 8 0.80 0.73

k k%

0.80 0.53

0.35 0.06

98
102
106
110

B2

112
114
116

122

0.05
0.01
0.01
0.03
0.45
0.37
0.06
0.01

40 8 0.73 0.66

* k%

0.59 0.76

0.61 0.19

206
210
212
214
216
218
D4 220
222
224
226
228
230
250

0.18
0.10
0.19
0.06
0.05
0.11
0.08
0.02
0.02
0.15
0.02
0.02
0.02

31 13 0.65 0.89

k%%

0.86 041

0.25 0.03

Loci combinados

0.70 0.13

0.04 0.00
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Capitulo 2

Mas alla del regalo nupcial: sesgo en la paternidad
favorece exclusivamente a un macho en aranas.

Pandulli-Alonso I, Tomasco | & MJ Albo. (en preparacion). Beyond the nuptial gift:
paternity bias exclusively favors a single male in spiders.
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Capitulo 2. Mas alla del regalo nupcial: sesgo en la paternidad favorece exclusivamente
a un macho en arafas.

Pandulli-Alonso, 1.1; 1. Tomasco? & Albo, M. J.!
!Departamento de Ecologia y Biologia Evolutiva. Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable.
Montevideo, Uruguay. 2Departamento de Ecologia y Evolucion. Facultad de Ciencias, Universidad de la
Republica Montevideo, Uruguay

Resumen

Los machos de la arafia Paratrechalea ornata producen regalos nupciales envolviendo en seda presas
frescas (nutritivo) o sus restos (simbdlico) y ofreciéndoselos a la hembra durante el cortejo. Las hembras
son mas selectivas luego del primer apareamiento y no aceptan aparearse con machos sin regalo. Por
otra parte, las hembras virgenes se aparean por similar duracion con machos que ofrecen regalo nutritivo
o simbolico. Asimismo, se ha sugerido que las hembras pueden reducir la paternidad de macho con
regalo simbdlico a través de procesos post-copulatorios. El objetivo de este trabajo fue investigar si el
tipo de regalo recibido por la hembra afecta la paternidad de los machos, controlando por el orden de
apareamiento. Primero, se expusieron 39 hembras a apareamientos dobles, y se crearon dos grupos
experimentales: N-S, hembras que copularon primero con un macho con regalo nutritivo y segundo con
un macho con regalo simbolico; S-N, hembras que copularon primero con un macho con regalo
simbolico y segundo con un macho con regalo nutritivo. Los resultados mostraron que los machos con
regalos simbo6licos y méas grandes tienen duraciones mas prolongadas. Una vez que las crias emergieron
se contaron y se estimo el porcentaje de paternidad a través de la técnica de “PCR competitivo por
microsatélites”. En el 83% de los casos se encontrd un sesgo en la paternidad hacia un solo macho,
siendo uno de los pocos reportes de sesgo de paternidad exclusiva. Este sesgo no parece vincularse ni
al tipo de regalo, orden o duracion de apareamiento, o tamafio del macho, quedando como interrogante
cual es el/los rasgos competitivos del macho y que evaltan y prefieren finalmente las hembras.

Palabras clave: eleccion criptica femenina, éxito reproductivo, duracion de apareamiento,
microsatélites.

Introduccién

El término seleccion sexual que postuld Charles Darwin refiere a las presiones selectivas
centradas en instancias pre-copulatorias (Darwin, 1871). Décadas después, el topico tomo una
dimension mas amplia comprendiéndose que la competencia entre machos para fertilizar
huevos y la eleccion de la hembra por la pareja puede continuar luego de iniciado el
apareamiento (Parker 1970; Eberhard 1996). Actualmente, se conoce que el éxito reproductivo
de los individuos en numerosas ocasiones esta determinado por la interaccion de los procesos
pre y post-copulatorios (Bretman et al., 2009; Devigili et al., 2015; McDonald et al., 2017,
Pélissié et al., 2014). Por ejemplo, en gallos silvestres (Gallus gallus) los componentes pre y
post-copulatorios covarian positivamente; los machos que tienen alto éxito adquiriendo
apareamientos también tendran alto porcentaje de paternidad (McDonald et al., 2017). Sin
embargo, estas fuerzas pueden actuar en direcciones opuestas y muchas veces los machos que
copulan con una hembra no obtienen necesariamente la paternidad. En tales casos, el
componente post-copulatorio actua redireccionando el éxito de los individuos (Bretman et al.,
2009).
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El éxito de fertilizacion y el porcentaje de paternidad se convirtieron en el foco principal
de muchos estudios de reproduccion en especies polidndricas (Eberhard, 1994; Schneider &
Andrade, 2011). Cuando el sistema de apareamiento es poliandrico y especialmente con
fertilizacion interna, el éxito de paternidad del macho no siempre se encuentra garantizado por
el apareamiento y posterior transferencia de espermatozoides. Los machos pueden competir a
través de sus espermatozoides dentro del tracto genital femenino (Firman et al., 2017; Parker
et al., 1972; Parker & Birkhead, 2013). Asimismo, las hembras pueden en muchas ocasiones
manipular cripticamente la fertilizacion de sus huevos, es decir, modular activamente el
proceso de fertilizacién; incluso en presencia de adaptaciones de fertilizacion de los machos
para monopolizar la mayor cantidad de 6vulos (Vahed, 2007). Las hembras pueden, por
ejemplo, desechar los espermatozoides, no ovular, no madurar los huevos (Eberhard, 1994), o
sesgar el éxito segun el orden de apareamiento, como se ha observado en varias especies donde
se evidenciaron ventajas apreciables del segundo macho en la fertilizacion de los huevos
(Compton et al., 1978; Schéfer et al., 2008; Schafer & Uhl, 2002; Simmons & Siva-Jothy,
1998). Estos procesos post-copulatorios pueden finalmente reducir la probabilidad de
paternidad de los machos, que en extremo puede ser descartado para la fertilizacion (Eberhard,
1996).

Las arafas son excelentes modelos de estudio para investigar los efectos resultantes de
procesos post-copulatorios, como la eleccion criptica femenina. Principalmente porque las
hembras a menudo se aparean con mas de un macho y poseen 6rganos especializados para el
almacenamiento de los espermatozoides (Michalik et al., 2005; Suhm & Alberti, 1993, 1996;
Uhl, 1994, 2000). Las hembras adultas de las formas enteleginas tienen en el area epigéstrica,
una zona esclerosada y compleja llamada epigino, y a partir de alli salen canales internos de
fecundacién que suelen ensancharse en bolsas en donde se almacenan los espermatozoides, las
espermatecas. La estructura es simétrica, conduciendo a dos canales de fecundacion y
espermatecas dobles (Foelix, 2011). La fertilizacion de los huevos se produce luego de un
tiempo y proxima a la oviposicion, frecuentemente cuando la hembra ya ha almacenado
espermatozoides de multiples machos (Schneider & Andrade, 2011). Varios estudios empiricos
han demostrado que las hembras pueden manipular y sesgar la paternidad (Albo & Costa, 2017;
Peretti & Eberhard, 2010; Schneider & Lesmono, 2009). El sesgo post-copulatorio de la
hembra es aun mas interesante en arafias con regalo nupcial dado que las hembras prefieren
aparearse con machos que ofrecen regalo durante el cortejo pre-copulatorio (Albo & Costa,
2010; Stalhandske, 2001) y también pueden manipular los espermatozoides post-
copulatoriamente (Albo et al., 2013). En la especie Pisaura mirabilis se observo una relacion
positiva entre el tiempo de apareamiento y el nimero de espermatozoides almacenados en el
tracto genital de la hembra. Ademas, las hembras prefieren aparearse con machos con regalo y
almacenan mas espermatozoides que en apareamientos con machos sin regalo (Albo et al.,
2013).

Los machos de la arafia neotropical Paratrechalea ornata ofrecen tanto regalos
nutritivos como simbolicos, pero contrariamente a lo que sucede en otras especies, las hembras
no reducen el tiempo de apareamiento con machos que ofrezcan regalos simbdlicos (Albo,
Melo-Gonzélez, et al., 2014). Sin embargo, se conoce que la fecundidad es mayor si las
hembras se aparean multiples veces con machos que donan regalos nutritivos que cuando
reciben regalos simbolicos (Pandulli-Alonso et al., 2017). Se ha sugerido que las hembras
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podrian sesgar post-copulatoriamente el numero de espermatozoides almacenados
dependiendo del contenido del regalo, ya que almacenan menos cantidad de espermatozoides
cuando reciben regalos simbolicos (Albo & Peretti, 2015). Al momento se desconoce si existen
sesgos en la duracion del apareamiento o paternidad asignada a la descendencia por hembras
gue se aparean con mas de un macho y reciben diferentes tipos de regalo. En este capitulo se
investigo si el tipo de regalo ofrecido estuvo relacionado con la duracién del apareamiento, y
el posterior porcentaje de paternidad de los machos en la descendencia. A través de los
marcadores moleculares (microsatélites) caracterizados para esta especie en el Capitulo 1 se
examino si en hembras que habian copulado con mas de un macho existia sesgo en el porcentaje
de paternidad de los machos en base al tipo de regalo ofrecido. Dada la alta selectividad por
presencia de regalo de las hembras ya copuladas y que los regalos simbdlicos no brindan
beneficios nutricionales se espera que estas penalicen los apareamientos con machos que
ofrecen este tipo de regalo, favoreciendo la paternidad hacia machos que ofrezcan regalos
nutritivos. Ademas, la paternidad se podria ver favorecida por la duracién y nimero de
inserciones; asi como por el tamafio de los machos.

Materiales y métodos

Colecta y mantenimiento de individuos

Se recolectaron individuos juveniles y subadultos, durante el periodo Agosto-Setiembre de
2016 y Febrero-Marzo de 2017, en zonas riberefias del Rio Santa Lucia, Departamento de
Lavalleja, Uruguay (Paso del Molino: 34°16°39.78” S, 55° 14°00.61” O). Los muestreos se¢
Ilevaron a cabo sobre piedras a la orilla del rio, durante la noche momento de mayor actividad
de la especie. Se utilizaron linternas de minero para facilitar la basqueda por reflexion en los
ojos de las arafias. Los individuos inmaduros recolectados se criaron individualmente en
recipientes plasticos transparentes de 9 cm de diametro y 7 cm de altura, con fotoperiodo
natural de 12 horas de luz y 12 de oscuridad, a temperatura promedio de 25.0 °C (£ 1.0),
condiciones de laboratorio previamente establecidos para la especie (Albo et al., 2014;
Pandulli-Alonso et al., 2017). Se los alimentd con moscas de la fruta (Drosophila sp.) dos veces
por semana y se les provey6 agua ad libitum. Una vez que alcanzaron el estado adulto, los
individuos fueron trasladados a un cuarto experimental (21.5 + 1.5 °C) bajo el mismo régimen
de alimentacion durante los siguientes 15 dias. Se conoce que este periodo es necesario para
que los individuos estén receptivos para reproducirse (Klein et al., 2012). La muda de
maduracion en el laboratorio garantizé la virginidad de los individuos, factor relevante para
establecer el éxito en el porcentaje de descendencia.

Efecto del tipo de regalo y orden de apareamiento

Se crearon dos grupos experimentales en donde las hembras fueron expuestas a apareamientos
con dos machos diferentes consecutivamente. En el primer grupo la hembra (n = 18) se apared
primeramente con un macho que ofrecio un regalo nutritivo (N) y en segundo lugar con un
macho con regalo simbdlico (S) (grupo N-S). El segundo grupo fue a la inversa, donde las
hembras (n = 21) recibieron en su primer apareamiento un regalo simbdélico, y en su segunda
exposicion un regalo nutritivo (grupo S-N). Todos los individuos fueron asignados al azar en
los grupos. Las hembras fueron alimentadas con una mosca doméstica luego de cada
apareamiento, los cuales se realizaron con 24 horas de diferencia y con las mismas condiciones
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experimentales. Durante las experiencias fueron registradas en formato papel las caracteristicas
de los apareamientos: el nimero y duracion de las inserciones palpares, donde ocurre la
transferencia espermaética.

Las experiencias se realizaron en recipientes pléasticos transparentes de 15 cm de
didmetro y 9 cm de altura, conteniendo sustrato adecuado (piedras) que simula las condiciones
naturales de su ambiente, y un recipiente con agua (4 cm de diametro). Las mismas fueron
realizadas entre las 18 y 21 horas con luz artificial, siguiendo protocolos previos (Albo et al.,
2009). Se coloco a la hembra de 24 a 30 horas en la arena experimental antes de comenzar las
experiencias de apareamiento para que depositaran su rastro de seda, que se conoce estimula
al macho para la construccion del regalo nupcial (Albo et al., 2009). Pasado este tiempo se
colocé un recipiente de vidrio sobre la hembra hacia un extremo de la arena experimental y se
dispuso al macho en el otro extremo de la arena brindandole un maximo de 20 min. para sensar
el territorio y realizar la construccion del regalo nupcial. Los machos fueron asignados de forma
aleatoria a dos grupos: los que construyeron regalos nutritivos y los que construyeron regalos
simbdlicos. A los machos del grupo que ofreceria regalos nutritivos (N) se les provey6 una
mosca domestica (Musca domestica) para que envolvieran en seda. A los machos del grupo
que ofreceria regalos simbdlicos (S) se les dispuso 4 mudas (exoesqueleto) de larva de Tenebrio
molitor en el sustrato para que envolvieran con seda. Una vez el macho finalizaba la
construccion del regalo se liberd la hembra permitiendo el contacto entre ambos individuos, el
cortejo y el apareamiento. En los casos en que el macho no construyé el regalo durante los
mencionados 20 minutos, se permitid el contacto fisico con la hembra, pero se imposibilito el
apareamiento mediante la suave remocion de la hembra con un pincel. Esta exposicion y la
simulacion de rechazo por parte de la hembra estimula al macho a construir el regalo (Albo &
Costa, 2010). La hembra fue nuevamente confinada y se esperaron 20 minutos nuevamente
para que el macho construyera el regalo. En los casos en que aun asi la construccion del regalo
no sucedid, se descartd el macho y la hembra fue re-testeada con un nuevo macho en ese
momento. Esto se repitio hasta dos veces de ser necesario, de forma de poder descartar posibles
incompatibilidades entre individuos.

Una vez que se alcanzaron los dos apareamientos, los machos fueron medidos con
escala el ancho del cefalotorax (mm), ya que esta medida corporal es considerada un buen
predictor del tamafio corporal total (Jakob et al., 1996). Luego de esto los individuos fueron
sacrificados y conservados a -80°C en ultra-freezer para su posterior uso en analisis
moleculares. A las hembras se las devolvid a sus respectivos recipientes individuales y se les
suministré agua y comida (Drosophila sp.) diariamente hasta la construccion de la ooteca y
eclosion de las crias. Luego de la construccion de la ooteca los recipientes con las hembras
fueron colocadas bajo 4 bombitas de luz (60W) que les aumentd la luminosidad y la
temperatura (28.0 £ 1.0 °C) durante tres horas (de 13 - 16 horas), técnica usada para optimizar
la emergencia de la descendencia en otras y estas arafias (Albo et al., 2012; 2011; Pandulli-
Alonso et al., 2017). Se registro la fecha de construccion de la ooteca y la de emergencia de las
crias. Una vez eclosionadas las crias, éstas fueron contabilizadas y se preservaron a -80°C en
ultra-freezer para su posterior uso en los analisis moleculares. Al igual que con los machos, se
midi6 el tamafio corporal de las hembras y también se preservaron a -80°C para analisis de
moleculares. La comparacion de las caracteristicas generales de los individuos, como tamafio
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y edad no mostraron diferencias significativas ni en machos ni en hembras (material
suplementario: Tabla 1S).

Los analisis estadisticos se realizaron en el paquete R (Core 2013). Todas las variables
fueron sujetas a andlisis de normalidad y homogeneidad de varianzas utilizando los tests de
Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente. En la comparacién entre grupos (N-S y S-N) se
utilizo6 ANOVA para aquellas variables con distribucion gaussiana y Kruskal-Wallis para las
variables que no cumplieron con dicha distribucion. Se utilizaron Modelos Lineales
Generalizados (GLM) con distribuciéon gaussiana y poisson para examinar como el tipo de
regalo y el orden de apareamiento afectan la duracion de apareamiento y numero de
inserciones, respectivamente. Los modelos iniciales incorporaron tipo de regalo y el orden de
apareamiento en interaccion y el tamafio de machos y hembras como efectos fijos. El tamafio
de los machos fue incluido dado que se ha reportado que macho méas pequefios son proclives a
producir regalos simbélicos (Albo et al, en revision), mientras que el tamafio de las hembras se
conoce puede afectar el cortejo del macho (Gaskett, 2007). La latencia de oviposicién, latencia
de emergencia de las crias y nimero de crias se analizaron a través de GLMSs con distribucion
gamma para las primeras dos y poisson para la Ultima. Estos incorporaron el grupo
experimental, duracion de apareamiento, y los tamafios de machos y hembras como efectos
fijos. Todos los modelos fueron simplificados utilizando el criterio de informacion de Akaike
(AIC) con AAIC > 2 criterio hasta llegar el modelo més parsimonioso (Bolker, 2007). La
paternidad fue codificada como 1 0 0 y se examind a través de un GLM con distribucién
binomial utilizando como variables fijas el tipo de regalo, orden de apareamiento, duracion de
apareamiento y tamafio del macho. Se realizaron modelos independientes para cada variable
debido al bajo numero de muestra. El nivel de significancia fue considerado en o = 0.05.

Estimacion de paternidad de apareamientos dobles

La cantidad de individuos analizados para investigar la paternidad fue menor a la cantidad de
individuos utilizados para los experimentos de comportamiento debido a que el resto de las
hembras murieron antes de producir huevos o produjeron huevos que no eclosionaron. Se
realizaron las extracciones de ADN total a partir de patas de n = 39 individuos adultos (n = 13
hembras y n = 26 machos) provenientes de los experimentos comportamentales (n = 8 triadas
de N-S; n = 5 triadas del S-N) segun protocolo modificado de Miller et al. (1988). Luego se
realizo la cuantificaciobn de la concentracion ADN de las extracciones en nanodrop
(NANADROP LITE Spectrophotometer, Thermo Scientific) y se hicieron diluciones para
obtener una concentracion de aproximadamente 4 ug/ul para una correcta reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) posterior. Se amplificaron los cuatro marcadores microsatélites
optimizados en el Capitulo 1 (B2, B3, C1 y D4) (Tieppo Da Silveira & Bonatto, 2009). La
reaccion tuvo un volumen final de 10 pl, que contenia 0.1 pl de Taq Polimerasa, 1 ul de Buffer,
0.8 ul de MgCI2 (25mM) 0.2 pul de cada primer a 10mM (Forward y reverse), 0.2 ul de dNTPs
conteniendo 10mM de cada nucledtido, 2.5 ul de agua y 5 pl de ADN. Las condiciones del
ciclado fueron las siguientes: 95°C por 3 minutos, a lo que le siguieron 35 ciclos de 94°C por
30 segundos de desnaturalizacién, 56°C por 30 segundos de asociacion y 72°C por 30 segundos
de extension, y finalmente la extension a 72°C por 5 minutos. En todos los casos, el primer
forward de cada par fue marcado con el fluorocromo FAM. Los productos amplificados se
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sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida desnaturalizante al 5% durante 20
minutos a 170V, y luego se visualizaron mediante tincion con plata modificado de Sanguinetti
et al. (1994). El tamafio de los productos de PCR se estimd por comparacion con un marcador
de peso molecular conocido de 100bp (RAINBOW Bioron) y las amplificaciones exitosas
fueron enviadas al servicio de Andlisis de fragmentos de la Unidad de Biologia Molecular
(UBM) del Insitut Pasteur de Montevideo. Alli las muestras fueron corridas en un ABI3500
Genetic Analyzer, con la matriz DS-33 y con Liz600 como estandar de tamafio. Los archivos
resultantes fueron analizados con el programa PeakScannerv2 (Applied Biosistem), anotando
para cada muestra el tamafio absoluto de los alelos encontrados para cada loci (Figura 1).
Basado en los resultados del Capitulo 1, se utiliz el marcador D4 que el més variables para
los analisis de paternidad de los apareamientos dobles.

Asimismo, la muestra volvid a reducirse dado que dentro de los individuos analizados
y por requerimientos de la técnica del PCR competitivo se utilizaron solo las triadas en que los
machos involucrados mostraron al menos un alelo exclusivo (no compartido con el otro macho,
ni con la hembra) (i.e.: n =5 triadas de N-S; n = 1 triadas del S-N). De estas triadas se procedid
a la extraccion de ADN de las crias con kit de extraccion invitrogen (PureLinkTM Genomic
DNA mini kit) para garantizar la calidad del ADN aislado. Luego se sigui6é con los mismos
procedimientos y protocolos utilizados para los individuos adultos mencionados anteriormente.

Resultados

Efecto del tipo de regalo y orden de apareamiento

En el Tabla 1S del material suplementario se encuentran los datos para duracion de
apareamiento, numero de inserciones, latencia de oviposicion, latencia en emergencia de las
crias y numero de crias.

El GLM mostré que la duracion del apareamiento fue diferente segun el tipo de regalo
que ofrecid el macho, presentando los machos con regalos simbolicos siempre apareamientos
méas prolongadas. También hubo efecto del tamafio del macho, teniendo los machos mas
grandes apareamientos mas largos (Tabla 1, Figura 2). El orden de apareamiento no afecto la
duracion de la misma. No se encontraron diferencias en el nimero de inserciones ni por el tipo
de regalo, orden de copula o tamafio de los individuos (Tabla 1).

La latencia de oviposicion y la latencia de emergencia de las crias no fueron afectadas
ni por el grupo (N-S; S-N) ni por el tamafio de los individuos. Mientras que, el nimero de crias
aumento positivamente tanto con el tamafio de la hembra, asi como marginalmente con la
duracion del apareamiento (Tabla 2, Figura 3).

Estimacion de paternidad de apareamientos dobles

Los genotipos de los adultos incluidos en los apareamientos dobles y de su descendencia se
muestran en la Tabla 3. En 5 de las 6 triadas finalmente analizadas, se pudo observar un sesgo
en la paternidad de la descendencia, mientras que en la restante triada (i.e.: con la hembra
3156), es posible asignar paternidad a uno de los machos y no es posible descartar ni asignarle
paternidad al otro. Los datos mostraron que las hembras sesgan la paternidad de la primera
camada de crias, lo que se verificd en el 83% de los casos. En 4 de los 6 casos analizados, la
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paternidad se vio representada por un solo macho, pudiendo excluir de la paternidad al otro.
En el caso de la triada con la hembra nimero 3161, todos los individuos involucrados
presentaron alelos exclusivos por lo cual fue simple la lectura de la paternidad. Y en el caso de
triadas con las hembras nimero 3153, 3231 y 3158, ambos machos tienen al menos un alelo
exclusivo, por lo que es posible excluir de la paternidad a uno de ellos ya que en las crias no
esta presente su alelo exclusivo. En el caso de la triada con la hembra 3216, uno de los machos
presenta un genotipo idéntico a la hembra, por lo cual no se puede excluir su participacion
como padre, pero la concentracion del alelo exclusivo del otro macho es tan elevada, que i)
asegura su participacion y ii) sugiere que ésta fue mucho mayor que la del primero, en caso de
que haya participado. Algo diferente ocurre en el caso de la triada de la hembra 3156: en este
caso podemos afirmar que el segundo macho contribuye a la paternidad porque sus alelos
exclusivos estan presentes en la descendencia, pero no podemos descartar al primero porque
tiene el mismo genotipo de la hembra (Tabla 3). Por otro lado, no se encontré una relacion
(GLM) entre este sesgo en la paternidad con el tipo de regalo (nutritivo/simbolico), la duracion
del apareamiento o el tamafio del macho (Tabla 4, Figura 4).

Discusion

El presente trabajo sugiere la existencia de procesos post-copulatorios, en particular la
posibilidad de eleccién criptica femenina en la arafia Paratrechalea ornata. Se encontrd un
sesgo total de la paternidad a favor de uno de los dos machos con los que se habia apareado. Si
bien este resultado esta basado en un nimero de muestra bajo, se verifica en todos los casos
donde se contd con alelos exclusivos en ambos machos. Esto concuerda con resultados de
estudios previos que sugieren que las hembras pueden manipular cripticamente el nimero
espermatozoides almacenados (Albo & Peretti, 2015). Previo a la oviposicion las arafias
generalmente poseen un intervalo de 30 dias aproximadamente durante el cual se producen
multiples apareamientos (Drengsgaard & Toft, 1999) y luego ocurre la fertilizacion de los
huevos (Foelix, 1996). La posibilidad de las hembras de aparearse con varios machos, y
almacenar sus espermatozoides promueve la posibilidad de eleccion criptica femenina, asi
como la existencia de competencia espermatica dentro del tracto genital de la hembra.

La utilizacion no aleatoria de espermatozoides de un macho particular se denomina
prioridad de los espermatozoides, y generalmente se ha explicado como una consecuencia de
la estratificacion de espermatozoides dentro del érgano de almacenamiento de la hembra
(Austad, 1984; Simmons & Siva-Jothy, 1998). En arafias, tedricamente se sostiene que
durante el apareamiento los espermatozoides de las especies haploginas ingresan al interior
de la espermateca por un unico conducto y que estos salen al exterior durante la oviposicion
nuevamente por el mismo conducto. Esto determina que los machos que copulan Gltimos
tendrén la prioridad de acceso a la fertilizacion de los dvulos. En las enteleginas, por otro
lado, tienen conducto unidireccional, que consiste en un conducto de apareamiento que llega
a la espermateca y un conducto de fertilizacion a través del cual los espermatozoides llegan a
los 6vulos para la fertilizacion. Esto significa que los machos que se apareen primero tendran
prioridad espermatica. Sin embargo, esto no siempre se cumple, como por ejemplo en la
arafia Pisaura mirabilis que tiene genitalia de tipo entelegina, verificaron un sesgo en la
paternidad de un 70-75% hacia el primer macho, utilizando la técnica de macho estéril. Pero
observaron que cuando la hembra copulaba con 4 machos, los machos tardios en el orden de
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apareamiento (4tos) obtenian una gran proporcion de las fertilizaciones (24%), especialmente
si la duracion del apareamiento excedia a la de los machos anteriores. Por lo tanto, las
hembras de esa especie pueden utilizar los espermatozoides de mas de un macho cuando se
aparean con dos 0 méas y el sesgo en la paternidad de las crias dependera del nimero de
apareamientos (Drengsgaard & Toft, 1999). Si bien en P. ornata quedan por conocer los
patrones de prioridad espermatica, el presente estudio demuestra por primera vez que las
hembras pueden utilizar los espermatozoides de un solo macho, al menos cuando suceden dos
apareamientos.

Contrario a lo esperado, el porcentaje de paternidad de las crias no parecid verse
afectado por el tipo de regalo. Ademas, si bien se encontré que la duracion del apareamiento
se vio afectada positivamente por la presencia de regalo simbdlico y el tamafio del macho,
tampoco se encontré efecto de estas caracteristicas sobre la paternidad. EI hecho de que el tipo
de regalo parece no ser un factor clave para la determinacion de la paternidad suma evidencia
en relacion a la falta de discriminacion de las hembras entre ambos tipos de regalo ya sea
durante el cortejo como en el apareamiento. Esto podria explicar la alta frecuencia de regalos
simbolicos reportada para las distintas poblaciones naturales de la especie (entre 45-96%)
(Albo et al. en revisidn). A diferencia de muchas especies donadoras de regalos nupciales, se
ha sugerido que las hembras de P. ornata no utilizarian los maltiples apareamientos como una
estrategia de forrajeo (Pandulli-Alonso et al., 2017). Al parecer las hembras no pueden
reconocer el contenido del regalo durante el cortejo pre-copulatorio (Albo et al., 2014;
Pandulli-Alonso et al., 2017). Al contrario de lo que sucede en otras especies (Albo et al.,
2011), tampoco reducen el tiempo de apareamiento con aquellos machos que ofrecen regalos
simbolicos (Albo et al., 2014). De hecho, en el presente trabajo los machos con regalo
simbolico obtuvieron mayores duraciones de apareamientos en relacién a aquellos que
ofrecieron regalo nutritivo, similar a lo reportado por Albo y Peretti (2015). Méas alla del
contenido del regalo, los machos mas grandes y que producen regalos simbdlicos invierten
mucho mas en envolturas en seda que con los regalos nutritivos (Pandulli-Alonso datos no
publicados), lo que implica costos en tiempo y energia que podrian ser un indicador honesto
de la calidad del macho. Esto significa que invertir en envoltura de seda puede ser una posible
estrategia de los machos cuando ofrecen regalos simbdlicos, para compensar la falta de
contenido y aun asi maximizar su éxito reproductivo como ha sido sugerido para otras especies
(Ghislandi et al., 2014). De esta forma, o bien las hembras estarian eligiendo a los machos con
regalo nupcial ya sea por el contenido como por la envoltura, y/o los machos mas grandes son
también méas competitivos a nivel espermatico.

Se conoce que una de las caracteristicas mas importantes para el éxito del apareamiento
del macho es el tamafio corporal (Andersson, 1994). En muchas especies, los machos mas
grandes dominan en la competencia directa sobre el acceso a las hembras, o las hembras
muestran preferencias por los machos mas grandes porque su tamafio corporal puede estar
relacionado con la calidad fenotipica o genética (Andersson, 1994; Blanckenhorn, 2000;
Johnstone, 1995). En P. ornata el tamafio de la hembra afecta positivamente el nimero crias.
Sumado, se encontro que el nimero de crias también aumenta marginalmente con la duracion
de apareamiento. Ya son conocidas las correlaciones positivas entre la duracién de
apareamiento y la proporcion de crias nacidas (Schneider & Andrade, 2011; Simmons, 2001;
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Stalhandske, 2001). En cuanto a la hembra, obtuvimos un resultado esperable, dado que la
fecundidad se relaciona con el tamafio de la hembra, ya que esto determina el nimero, tamafio
y supervivencia de la descendencia, al menos en la mayoria de los ectotermos (Honek, 1993;
Stearns, 1992).

En resumen, este trabajo evidencia un fuerte sesgo de la paternidad en la especie P.
ornata. Sorprendentemente, el mismo resulta en su totalidad a favor de uno de los dos machos
con los que se aparean, siendo uno de los pocos ejemplos en la literatura. Dado que ese sesgo
en la paternidad no parece estar determinado por el tipo de regalo, para los machos ofrecer un
regalo nutritivo o simbdlico redundaria en igual éxito reproductivo. Seria valioso determinar
los costos que tiene para el macho realizar uno u otro tipo de regalo para avanzar en el
conocimiento de la estrategia reproductiva de esta especie.
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Tabla 1: Pardametros estimados, error estandar, t valor y p valor resultantes de Modelos Generalizados
Lineales (GLM) con distribucion gaussiana y Poisson para explicar diferencias en la duracion de

apareamiento y el nimero de inserciones, respectivamente, de acuerdo con el tipo de regalo

(nutritivo/simbdlico), el tamafio de machos y hembras. Los p-valores significativos se muestran

remarcados en negrita

variable respuesta | variables predictoras Estimado Error std  Estadistico p-valor
(intercepto) -4.660 3.424 -1.363 0.192

Duracién de Tipo de regalo 0.941 0.364 2.584 0.019
apareamiento Tamafio macho 1.783 0.506 3.523 0.002
Tamafio hembra -0.465 0.626 -0.743 0.468

(intercepto) -1.951 3.119 -0.626 0.532

Tipo de regalo 0.161 0.416 0.387 0.699

NGmero de Orden apareamiento -0.119 0.424 -0.281 0.779
inserciones Tamafio macho 0.705 0.450 1.566 0.117
Tamafio hembra -0.057 0.503 -0.115 0.908

Tipo regalo*Orden 0.208 0.607 0343 0.732

apareamiento
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Tabla 2: Pardmetros estimados, error estandar, t valor y p valor resultantes de Modelos Generalizados
Lineales (GLM) con distribucién gamma para la latencia de oviposicion y latencia de emergencia de
las crias, y Poisson para el nimero de crias, de acuerdo con los grupos experimentales, la duracién de
apareamiento y los tamafios de machos y hembras. Los p-valores significativos se muestran
remarcados en negrita.

variable respuesta | variables predictoras Estimado  Errorstd Estadistico  p-valor
(intercepto) 0.018 0.041 0.437 0.669
Latencia de Grupo exp. N-S/S-N -0.001 0.004 -0.325 0.750
oviposicion Tamafio macho N/Tamafio macho S -0.001 0.005 -0.134 0.895
Tamafio hembra 0.010 0.007 1.387 0.187

) (intercepto) 0.020 0.004 5.719 <0.0001
;ﬂ:ﬁgﬂﬁ C‘fz Grupo exp. N-S/S-N -0.001 0.001  -1.694 0.111
Tamafio macho N/Tamafio macho S 0.001 0.001 1.528 0.147
(intercepto) -0.546 0.692 -0.789 0.429
) i Duracion de apareamiento 0.006 0.035 1.849 0.064

NUmero de crias

Tamafio macho N/Tamafio macho S 0.123 0.103 1.192 0.234

Tamafio hembra 0.866 0.117 7.372 < 0.0001
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Capitulo 2

Tabla 3: Genotipo de los adultos y alelos presentes en el conjunto de la descendencia producto del
apareamiento doble de éstos, para el locus D4 en Paratrechalea ornata. El orden de apareamiento fue
siempre regalo nutritivo seguido por regalo simbdlico, salvo en * que fue a la inversa. Abreviaciones:
N, regalo nutritivo; S, regalo simbolico; subrayado, macho que aporta mas a la descendencia; negritas,
alelos exclusivos de los machos; ?, asignacion no confirmada.

No hembra  Genotipo hembra  Genotipo 1¥macho  Genotipo 2®°macho  Genotipo Crias  Paternidad

3161* 210/210 212/212 206/216 206/210/216 2N
3153 206/206 214/210 210/208 206/208/210 28
3156 206/208 206/208 210/216 206/208/210/216  2S/IN?
3216 206/212 206/212 212/216 206/212/216 2S/IN?
3231 210/212 212/220 206/212 210/212/220 1IN
3158 206/210 206/208 206/216 206/208/210 IN
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Capitulo 2

Tabla 4: Pardmetros estimados, error estandar, z-valor y p-valor resultantes de Modelos Generalizados
Lineales (GLM) de los porcentajes de paternidad (distribucién binomial) en relacion a A) el tipo de
regalo aportado por el macho con el gue la hembra ha copulado (nutritivo/simbdlico), B) la duracion
de apareamiento (min) y C) el tamafio del macho (mm).

Variable respuesta Variable predictora Estimado Errorstd  Estadistico p-valor
(intercepto) 0.406 0.913 0.444 0.657

Tipo de regalo 0.000 1.291 0.000 1.000

_ (intercepto) 1.175 1.200 0.979 0.327
Paternidad a%::sgig{‘egfo -0.489 0.6376 0.767  0.443
(intercepto) 3.043 10,754 0.283 0.777

Tamafio de macho -0.5618 2.377 -0.236 0.813
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Capitulo 2

Figura 1: Cromatograma mostrando sefial de microsatélites amplificados para el locus D4 en
Paratrechalea ornata. El eje de las x corresponde a pares de bases y el eje de las y a la intensidad de
la fluorescencia. La linea roja es la curva que se utiliza para determinar el tamafio de fragmentos
desconocidos. Se muestra el tamafio de los alelos de acuerdo a un estandar de tamafio para la triada
con la hembra numero 3161. A) hembra 3161 (210/210), B) primer macho que copul6 con la hembra
(212/212), C) segundo macho que copuld con la hembra (206/216), D) crias de hembra 3161
(206/210/216). En la imagen B aparecen bandas rosadas debido a que esa muestra quedé algo

saturada.
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Capitulo 2

Figura 2: Efecto del tamafio del macho y el tipo de regalo sobre la duracion de apareamiento (N:
regalo nutritivo; S: regalo simbolico).
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Capitulo 2

Figura 3: Efecto del tamafio de la hembra y la duracion del apareamiento sobre el nimero de crias.
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paternidad

Capitulo 2

Figura 4: Ocurrencia (0/1) de paternidad correspondiente a los machos que copularon con hembras de
Paratrechalea ornata: A) segun el tipo de regalo ofrecido por el macho a la hembra
(nutritivo/simbdlico), B) segln la duracion de apareamiento (min) y C) segun el efecto del tamafio del
macho (mm).
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Consideraciones finales

Consideraciones finales

Los sistemas de apareamiento con regalo nupcial y en particular el caso de las arafias, el origen
evolutivo del regalo se supone que fue del tipo nutritivo con un evidente beneficio para ambos
sexos (Albo et al., 2017) . Para las hembras, obtener mas nutrientes incrementa el nimero de
huevos (fecundidad) y de hecho se ha sugerido que la poliandria en estas especies se mantiene
por beneficios directos (Arngvist & Nilsson, 2000; Toft & Albo, 2015). Por otro lado, para los
machos ofrecer un regalo nupcial le confiere mayor oportunidad y duracién de apareamiento y
mayor nimero de descendientes (Albo & Costa, 2010; Stalhandske, 2001; Vahed et al., 1998).
Una vez establecido el rasgo, algunos machos (por ejemplo, aquellos con menor condicién
corporal) comenzaron a consumir el regalo previo a su envoltura en seda, modificando de esta
forma su contenido. Los regalos simbdlicos parecen haber surgido como una tactica alternativa
de apareamiento para aquellos machos con menor calidad de atributos (Albo etal., 2009, 2011).
Las tacticas alternativas de apareamiento son variantes discretas de un comportamiento que
desarrollan los individuos dentro de una poblacién, en funcién de maximizar su éxito
reproductivo (Brockmann, 2001; Gross, 1996; Taborsky et al., 2008). Generalmente los
machos méas competitivos y con mejor condicidn corporal son los que llevan adelante la tactica
dominante, y eso se relaciona con el mayor éxito reproductivo. Los individuos que no
satisfacen los costos que impone la tactica dominante, realizaran la tactica alternativa y tendran
un menor éxito reproductivo.

Sin embargo, todos los estudios realizados al momento, incluyendo los resultados
encontrados en esta tesis, ponen en duda la clasificacion de tactica alternativa de apareamiento
para los regalos simbolicos en la especie P. ornata. Esto es porque 1) diferentes poblaciones
de la especie poseen diferentes porcentajes de regalos simbdlicos, llegando al extremo de un
96% (Albo et al. en revision), 2) las hembras no penalizan el regalo simbdlico frente al nutritivo
ni en aceptacién o duracion del apareamiento (Albo et al., 2014), 3) las hembras no incurren
en multiples apareamientos para forrajear (Pandulli-Alonso et al., 2017), 4) el sesgo en la
paternidad no esté asociado al tipo de regalo (este estudio). Estas consideraciones vuelven a la
especie neotropical un interesante modelo para estudiar evolucién del comportamiento y en
particular ahondar en los potenciales procesos post-copulatorios.
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Consideraciones finales

Perspectivas

Las arafias son excelentes modelos de estudio para investigar temas referidos a le eleccion
criptica femenina, porque son polidndricas (Schneider & Andrade, 2011), con fecundacién
interna y porque pueden sesgar la paternidad como se demuestra en el Capitulo 2.

El reciente empleo de marcadores moleculares hipervariables en aracnidos ha dado paso
a técnicas para el analisis de la paternidad en poblaciones naturales y experimentales, abriendo
un nuevo camino de conocimiento. En este sentido, los microsatélites son marcadores
poderosos para analizar las tasas de apareamiento y el éxito de la paternidad. Si bien su
aislamiento es laborioso, los microsatélites ahora pueden aislarse mas facilmente en muchas
especies (Castoe et al., 2010; Malausa et al., 2011). Por lo tanto, aunque se han utilizado rara
vez para los arécnidos (Brewer et al., 2014), los microsatélites estdn disponibles para un
numero creciente de especies de arafias (Bilde et al., 2009; Esquivel-Bobadilla et al., 2013;
Hataway et al., 2011; Parmakelis et al., 2013; Planas et al., 2014; Ritten et al., 2001; Tieppo
Da Silveira & Bonatto, 2009). Por lo cual seria ideal aislar marcadores especificos para la
especie modelo Paratrechalea ornata. Esto sin duda podra realizarse a mediano plazo de forma
de obtener microsatélites especificos mas variables, que permitan mejorar la asignacion de la
paternidad a un mayor conjunto de triadas y con menor incertidumbre.

De esta forma, una vez identificados los marcadores especificos, seria conveniente
realizar nuevos experimentos considerando el disefio experimental realizado en el Capitulo 2
y ademas considerar otros comportamientos posiblemente implicados en el sesgo de paternidad
observado. Por ejemplo, existe una instancia poco observada y analizada que parece tener
incidencia en la eleccién criptica de la hembra y finalmente en el éxito reproductivo, que es el
cortejo copulatorio (Eberhard, 1996). Durante el cortejo y el apareamiento se puede observar
que los machos realizan golpeteos sobre el cuerpo de la hembra. Esto tal vez sea algo parecido
al movimiento llamado tapping que se observa en otros animales, un golpeteo repetido sobre
los genitales externos que conduce al movimiento de espermatozoides favoreciendo a ese
macho en la paternidad (Otronen & Silva-Jothy, 1991; Peretti & Eberhard, 2010). Seria de gran
interés cuantificar esta situacion y evaluar la relacion al éxito reproductivo. Tal vez sea esta
una variable sobre la que la hembra realiza la eleccion criptica, por lo que realizar experimentos
controlando este comportamiento podria evidenciar su efecto.
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Material Suplementario

Material suplementario

Tabla 1S: Diferencias entre grupos experimentales (N-S y S-N) en Paratrechalea ornata en rasgos del
macho (tamafio en milimetros y edad desde la muda en dias) y sus parametros de comportamiento
copulatorio (duracion de copula en minutos y nimero de inserciones por copula); y rasgos de la
hembra (tamafio en milimetros y edad desde la muda en dias) y sus pardmetros de comportamiento
reproductivo (tiempo transcurrido en dias hasta la construccion del saco de huevos -latencia
oviposicién-, tiempo transcurrido en dias hasta la eclosion de las crias -latencia de emergencia-, y
namero de crias por hembra.

primer macho

segundo macho

mediana SD tam. mediana SD tam.
muestral muestral
Rasgos tamafio N (mm) 425 0.25 10 430 0.32 13
generales tamafio S (mm) 430 034 13 430 0.35 12
Dur cépula N (min) 1.25 0.92 18 1.20 1.09 21
Comp. Dur copula S (min) 1.10 0.97 21 095 0.89 18
copulatorio  Nro. Ins N 3 147 18 2 127 21
Nro. Ins S 2 1.40 21 250 1.48 18
hembra N-S hembra S-N
mediana SD tam. mediana SD tam.
muestral muestral
Rasgos tamafio (mm) 460 028 9 440 029 7
generales
Lat Oviposicion 17 1.94 5 17 245 5
(dias)
Comp.. Lat emergencia (dias) 41 2.60 41 1.4
reproductivo -
Nro. Crias 5250 27.6 70 16.6
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Abstract

In the gift-giving spider Paratrechalea ornata, females mate
multiple times and apparently may bias the paternity according
to the nuptial gift content (nutritive or worthless). Paternity stud-
ies using microsatellite markers would, therefore, be ideal for
studying male fertilization success for female offspring. We
genotyped four microsatellites previously reported in one
species of the genus using 43 individuals from four different
localities in Uruguay. We describe the allelic and genotypic vari-
ation in all loci, and compare the findings to the reported varia-
tion for the genus. Except for one locus, all loci showed
significant departure from the Hardy-Weinberg equilibrium due
to heterozygote deficit. This could possibly be explained by the
mixed nature of the sample and the effect of the population
structure. These loci, and especially those that are highly hyper-
variable, are an important tool for paternity assessment and
would allow a better understanding of the role of post-copula-
tory processes in P. ornata.

Keywords: Arancae * molecular markers ¢ Neotropical spider ¢
Paratrechalea ornata » STR * Uruguay

Introduction

In mating systems where females are polyandrous and
have internal fertilization, male paternity success depends
not only on access to matings but also on the success to fer-
tilize female eggs. This is because pre-copulatory (courtship
and mating traits) and post-copulatory (sperm competition
traits) processes ultimately interact, determining the fitness
of individuals (Pélissié et al. 2014; Devigili et al. 2015;
McDonald et al. 2017).

A fundamental issue to understand the effect of these pro-
cesses on individual reproductive success is to know the
paternity shared by males. Traditionally in invertebrates,
paternity studies have been developed using the sterile male
technique (House & Simmons 2003; Bjork & Pitnick 2006;
Sirot, Brockmann & Lapointe 2007; Hotzy & Arnqvist
2009; van Lieshout & Elgar 2011). This technique involves
the exposure of males to X-rays, resulting in sterile males
with competitive ability of their sperm to fertilize female
eggs, but producing undeveloped eggs. In spite of the sim-
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plicity and low cost, this technique is limited in several
ways (e.g. a very few number of fathers can be identified)
and molecular markers such as microsatellites are preferred
instead (Helminen ez al. 1988). Microsatellites, also known
as short tandem repeats (STRs), are hypervariable molecu-
lar markers of repetitive DNA (length range 2—10 bp) that
may show high levels of intraspecific polymorphism. Multi-
ple microsatellites have been characterized and used for
paternity assessment in diverse invertebrates species (Yue et
al. 2010; Fraser et al. 2014; Rojas-Hernandez, Véliz &
Pardo 2014; Van Oosten, Matthysen & Heylen 2016).

Compared to many other taxa, the use of microsatellites
for paternity analyses has scarcely been applied in spiders
(Schéfer, Misof & Uhl 2008; Tuni et al. 2012; Brewer et al.
2014; Uhl et al. 2015; Krehenwinkel et al. 2019), most
probably because the sterile male technique has been used
successfully in this group (Austad 1982; Christenson &
Cohn 1988; Kaster & Jakob 1997; Drengsgaard & Toft
1999; West & Toft 1999; Danielson-Frangois et al. 2012;
Neumann & Schneider 2015) and even recently validated (
Magris Wignall & Herberstein 2015). The species Para-
trechalea galianoae (Carico, 2005) is one of the few
Neotropical spiders for which 12 microsatellites have been
isolated and reported (Tieppo Da Silveira & Bonatto 2009).
In 27 individuals of this species, those loci showed high
polymorphism, and between three and 14 alleles were iden-
tified. Although little is known about this particular species,
the genus is documented to have males offering nuptial gifts
to females as a reproductive strategy (Costa-Schmidt,
Carico & de Aragjo 2008; Albo & Costa 2010).

The presence of nuptial gifts is typical in the semi-
aquatic species Paratrechalea ornata (Mello-Leitdo, 1943),
which is a model species for studying sexual selection in
relation to this particular reproductive strategy (Albo et al.
2014). Males can offer either nutritive (prey) or worthless
gifts (prey leftovers or small plant parts) wrapped in silk
(Albo et al. 2014). Females are polyandrous (Pandulli-
Alonso, Quaglia & Albo 2017) and it has been suggested
that they may bias sperm storage and paternity toward males
offering nutritive gifts (Albo & Peretti 2015). The compre-
hension of the complex post-copulatory processes and
paternity patterns in this species requires, therefore, the
development of new techniques. The goal of this study was
to test cross-species amplification and to evaluate the viabil-
ity of PCR amplification and allele variability of the
microsatellite loci in P. ornata, using those already reported
for one species of the genus (Tieppo Da Silveira & Bonatto
2009).

Material and methods

We selected randomly 43 adult individuals of Para-
trechalea ornata collected and preserved in ethanol 75% by
MIJA and collaborators during 2012-2016. We worked
using individuals from four localities (Fig. 1): 10 from Que-
brada de los Cuervos, Treinta y Tres, 32°56'58.261"S
54°2721.808"E, 10 from Lunarejo, Rivera, 31°13'50.653"S
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Rivera

Paysandu

Treintay Tres

Lavalleja

Fig. 1: Schematic representation of Uruguay indicating the four studied
populations of P. ornata: Lunarejo, Rivera; Queguay, Paysandu;
Quebrada de los Cuervos, Treinta y Tres; Paso del Molino,
Lavalleja.

55°52'17.835"E), 10 from  Queguay, Paysandu,
32°8'8.344"S 57°56'32.168"E, and 13 from Paso del
Molino, Lavalleja, 34°16'39.256"S 55°14'0.729"E.

We extracted DNA from the spiders’ legs following the
modified protocol from Miller et al. (1988) and quantified
DNA concentrations from extractions using nanodrop
(NANODROP LITE Spectrophotometer, Thermo Scien-
tific). We carried out the amplification by PCR in a total
volume of 10ul containing: 0.1 ul Taq Polymerase
(5 units pl"), 1 pl Buffer, 0.8 pl MgClL, (25 mM), 0.2 pl of
each primer (10 Mm), 0.2 ul dNTPs including 10 mM of
each dNTP, 2.5 ul RNA and DNA-free water and 5 ul DNA
dilution (4 pg pl"). The amplification conditions were: 95°C
for 3 min, followed by 35 cycles at 94°C for 30 s of denatu-
ralization, 56°C for 30 s of annealing and 72°C for 30 s of
extension, and a final extension at 72°C for 5 min. In each
reaction, the corresponding negative control was included
replacing the volume of the DNA sample by the same
volume of DNA free water. In the cases where the amplifi-
cation failed, we tested other reactions under the following
conditions: 1) diminishing the association temperature up to
47°C, 2) increasing concentration of both primers, 3)
increasing concentration of Taq Polymerase, and 4) increas-
ing MgCl, concentration up to 3.5 mM in final volume. We
analysed the 12 loci reported by Tieppo-Silveira and Bon-
atto (2009) for P. galianoae: Al, A6, B2, B3, B4, C1, D2,
D4, F1, F2, G1, and H2. In all cases, the forward primer of
each pair was fluorescently labelled with FAM o HEX. The
PCR products were analysed by electrophoresis in poly-
acrylamide gels during 20 min at 170V, and visualized in
silver staining using the modified protocol of Sanguinetti,
Dias Neto & Simpson (1994). The size of PCR products was
estimated by contrasting the weight with a 100bp DNA size
standard (RAINBOW Bioron). Successful amplifications
were analysed by electrophoresis on an ABI 3130 Genetic
Analyser housed in the Unidad de Biologia Molecular of the
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Institut Pasteur (Montevideo, Uruguay). A LIZ600 size
standard was included in all lanes. The fragment sizes were
determined and genotypes were assigned using the Peak
Scanner Software v1 software (Applied Biosystems).

The program GenePop (Raymond and Rousset, 1995)
was used to: 1) estimate observed and expected allele and
genotypic frequencies, 2) test for departures of Hardy-
Weinberg equilibrium (HWE) and linkage disequilibrium
between pair of loci using the Exact Test based on 10,000
Markov chain iterations, 3) assess the presence of null alle-
les by Maximum likelihood, and 4) test for allele and geno-
typic frequency differentiation among populations. The
program Cervus 3.0 (Kalinowski, Taper & Marshall 2007)
was used to estimate the Polymorphic Information Content
(PIC), paternity non-exclusion probability (first and second
parent, NE-1P and NE-2P, respectively) and the combined
non-exclusion probability of identity (NE-I) for each
marker in the overall values for the microsatellites set in all
population pooled.

Additionally, we performed a preliminary assessment
and evaluated the markers by genotyping a female and 25
spiderlings from her egg sac (approximately Y of total
number of spiderlings). The female carrying an eggsac was
previously collected from the field in the Minas population
and raised until spiderlings emerged from the egg sac. Both
the female and the spiderlings were preserved in 95%
ethanol. We followed the same protocol mentioned above to
obtain the genotypes.

Results

We successfully genotyped four loci: B2, B3, C1, and
D4. The remaining eight loci either did not amplify, ampli-
fied partially, or did it in a non-reproducible way for P,
ornata, so they were discarded for the analyses.

A summary of the information is found in Table 1, which
shows the absolute size and frequencies of the alleles
present in the sample, and indices such as PIC, NE-1P, NE-
2P, and NE-I by locus. We found high allele variation in the
four loci, including 3, 8, 8, and 13 alleles in C1, B3, B2, and
D4, respectively, while the allele frequencies ranged from
1% to 46%. The four genotyped loci presented very differ-
ent values for heterozygosity, which was found in the range
0f 0.32 to 0.80, as well as for other indices such as the PIC
that presented the range of 0.53 to 0.86. According to the
characteristics of these two indices, those loci with more
alleles and with more evenly distributed allele frequencies
presented the highest values. This is well observed by com-
paring, for instance, the PIC values between the B2 and B3
loci. Both markers have the same number of alleles, but the
PIC is much higher in B3 (PIC = 0.80) than in B2 (PIC =
0.53), as this last is having two high frequency alleles (ie:
0.45 and 0.37) and the remaining at low frequency.

All loci except B2 showed a significantly lower observed
heterozygosity than the expected by HWE when consider-
ing the entire sample with all populations (p < 0.001). How-
ever, we did not find HWE departures for most loci in
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Summary statistics

Locus Size Freq.
N Na Ho He HWE PIC NE-1P NE-2P NE-I
186 0.26
C1 188 0.53 43 3 0.35 0.61 ok 0.53 0.82 0.67 0.23
190 0.19
322 0.01
324 0.20
326 0.12
328 0.11
B3 36 8 0.69 0.83 ok 0.80 0.53 0.35 0.06
330 0.05
332 0.19
342 0.04
346 0.25
98 0.05
102 0.01
106 0.01
110 0.03
B2 40 8 0.73 0.66 ook 0.59 0.76 0.61 0.19
112 0.45
114 0.37
116 0.06
122 0.01
206 0.18
210 0.10
212 0.19
214 0.06
216 0.05
218 0.11
D4 220 0.08 31 13 0.65 0.89 ook 0.86 0.41 0.25 0.03
222 0.02
224 0.02
226 0.15
228 0.02
230 0.02
250 0.02
combined loci 0.70 0.13 0.04 0.00

Table 1: Genotyped and evaluated microsatellites (four loci) in P. ornata. Absolute sizes (Size) and frequencies (Freq.) of alleles. N = number of individuals
used, Na = number of alleles per loci, Ho = observed heterozygosity, He = expected by Hardy-Weinberg equilibrium, HWE = probability for testing
Hardy-Weinberg equilibrium (* = p < 0.05, ** =p < 0.01, *** =p <0.001).

individual populations. Additionally, we did not find a sig-
nificant frequency of null alleles (different from zero) in all
loci. The exact test for genic and genotypic differentiation
among populations was highly significant (p < 0.01).

The analysis of the genotypes of the female and her
pooled spiderlings confirmed the presence of maternal alle-
les in the last one and the absence of greater variation con-
tribution by the father(s), i.e. spiderling genotype: B2:
112/114, C1: 188/188, D4: 212/214, B3: 328/328.

Discussion

From the 12 polymorphic microsatellites (3—13 alleles
per locus) reported for one species of Paratrechalea
(Tieppo Da Silveira & Bonatto 2009) and evaluated here,
we successfully amplified and genotyped four loci (B2, B3,
C1 and D4). This result probably reflects the presence of
nucleotide substitutions in the flanking sequences of the
remaining 8 loci in the species P. ornata hindering the
primers association during the PCR. For C1 and B3 loci we
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found similar allelic variation than the one described in P,
galianoae (Tieppo Da Silveira and Bonatto, 2009), but for
B2 and D4 we found higher number of alleles indicating the
importance of markers evaluation before its use in other
species. The difference may be because we have a much
larger (43 individuals) and diverse (four localities) sample
size compared to the study done in P, galianoae (24 individ-
uals from a single locality). We contest that these differ-
ences result from intrinsic causes of the species, such as a
major population size in P. ornata, because the average het-
erozygosity from both species is similar in all loci. In any
case, it is known that the cross-species transferability of
microsatellite markers is unevenly distributed across taxa
(Barbara et al. 2007); thus, we need to evaluate its viability
on a case-by-case basis.

The results revealed that the four loci were far apart from
HWE, particularly showing a reduction in heterozygosity in
three of them and, according to the data, this is not due to
the presence of null alleles. Because our sample is com-
posed by four geographical distant sub-populations, a suit-
able explanation could be the well-known Wahlund effect
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(Wahlund 1928). This implies a reduction of heterozygosity
in a population caused by sub-population structure. Namely,
if sub-populations have different allele frequencies then the
overall heterozygosity is reduced, even if the sub-popula-
tions themselves are in HWE. In line with this interpreta-
tion, we found that, in most cases, the loci did not depart
from HWE within each population, and a significant differ-
entiation among populations was found both in gene and
genotypic frequencies.

It is known that the use of microsatellite markers presents
limitations, e.g. the absence of HWE and the presence of
null alleles for some loci make these markers difficult for
certain applications, like traditional paternity assessment
(reviewed by Jones & Ardren 2003). However, it is a
modern and valuable genetic tool to apply for paternity
assessment (Webster & Reichart 2005; Taylor, Price &
Wedell 2014) and possible solutions to the limitations have
been reported (Huang et al. 2018). In our particular case, the
high variation found in these markers makes them ideal for
paternity studies among known males, for instance, by
using the competitive microsatellite PCR technique (Woon-
inck, Warner & Fleischer 2000; Bussiere et al. 2010). This
technique can determine the contribution of males in a
sperm sample, as well as account for the paternity propor-
tions of a full clutch. It is a prevalent tool for paternity
assessment and requires the evaluation of exclusive allele
markers in each father (i.e. not shared by other males or the
female) among the offspring, without assuming HWE. It has
been successfully applied in insects (Bretman ef al. 2009;
Tyler et al. 2013) and it is ideal for estimating paternity dis-
tributions of large numbers of offspring simultaneously. Our
preliminary analyses show low variation in the spiderlings,
suggesting some non-exclusive alternative hypotheses: 1)
the female mated with one or very few males, 2) mated
males were female-like genotype, which is very likely in the
case of most frequent alleles, and 3) if female mated with
many males, then she may have selected post-copulatory the
offspring of one or very few males. In any case, our results
indicate the feasibility of the technique, as well as show that
the loci D4 followed by B2 will be the best to use due to its
greatest variation and fundamentally due to its PIC value.
The preliminary analyses of the female and spiderlings also
suggest that it will take further experimental effort in order
to access males presenting exclusive alleles.

To sum up, we optimized four microsatellites for the gift-
giving spider P. ornata. These markers could be used for
purposes, such as assessing relatedness among spiders, or
understanding geographic structures between closely
related populations (reviewed in Brewer ef al. 2014). Any of
these analyses would be favoured by the new massive
sequencing techniques, to identify more useful loci (e.g.
Parmakelis et al. 2013,; Planas, Bernaus & Ribera 2014;
Krehenwinkel ef al. 2019). Some of the markers are highly
variable and represent a potential molecular tool for pater-
nity analyses opening avenues to better understand the role
of the post-copulatory processes in this species. In this
sense, these microsatellites would be especially important to

Downloaded From: https://bioone.org/journals/Arachnology on 05 Aug 2020
Terms of Use: https://bioone.org/terms-of-uselAccess provided by Universidad de la Republica

Variable STR loci in the spider Paratrechalea ornata

deeply comprehend whether females can bias paternity
toward certain males according to the nuptial gift content.
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