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“... s bueno seguir multiplicando los polvorines
mentales, el humor que busca y favorece las
mutaciones mas descabelladas ... es bueno que
existan los bestiarios colmados de transgresiones, de
patas donde deberia haber alas y de ojos puestos en

el lugar de los dientes.”

Julio Cortazar

Paseo entre las jaulas, 1978
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Resumen

RESUMEN

La teoria de Seleccion Sexual predice que el mayor aporte femenino en gametos e inversién parental,
determinarad que las hembras sean selectivas y los machos competitivos. Sin embargo, cuando los
machos tienen una alta inversién reproductiva, este sexo también se tornara selectivo, dandose la
inversion en los roles sexuales tipicos. Allocosa brasiliensis es una arafia lobo que habita en cuevas en
las zonas costeras de Uruguay. Estudios previos mostraban la existencia de dos formas de adultos, con
diferencias en el tamafio, disefio cromético y distribucion, sugiriendo la existencia de una especie
polimérfica 0 dos especies distintas. Ambas mostraban una mayor movilidad femenina, en oposicion con
lo generalizado en arafias, postulandose como posibles casos de roles sexuales invertidos. Se planted
como objetivo principal estudiar la biologia reproductiva de Allocosa brasiliensis, con énfasis en su
comportamiento sexual y estrategias reproductoras a la luz de la hipbtesis de Inversion de Roles
Sexuales, determinando si se trata de una especie polimorfica o dos especies aisladas
reproductivamente. Se investigd el desarrollo de los individuos, determinando el nimero de mudas hasta
la maduracién y la proporcién sexual, encontrandose diferencias entre las dos formas. La forma pequefia
mostrd una proporcion sexual primaria drasticamente sesgada hacia las hembras, hecho excepcional
para arafias vagabundas. Capturas a campo confirmaron las marcadas diferencias en tamafio corporal y
morfometria de la genitalia. Se constaté dimorfismo sexual invertido para ambas formas, con machos mas
grandes que las hembras. Las experiencias de cortejo y copula entre individuos de la misma forma
mostraron que las hembras activamente se acercan a las cuevas de los machos e inician el cortejo. La
copula se realiza en la cueva de los machos, y luego de finalizada éstos las donan a las hembras.
Considerando el riesgo de predacion por avispas, la cesion de la cueva implica la entrega de un recurso
valioso, que expone al macho a riesgos de ser predado y compromete sus posibilidades de apareamiento
hasta la construccién de otra cueva. En los enfrentamientos entre individuos de formas distintas no se
obtuvieron cdpulas, obteniéndose dos casos de canibalismo. Basandose en experiencias con cuevas
vacias, existiria deteccion femenina de individuos dentro de las cuevas y discriminaciéon entre machos de
cada forma, sugiriendo la presencia de feromonas masculinas volatiles. Se confirma la presencia de dos
especies simpatridas y sincrénicas de Allocosa, aisladas reproductivamente entre si. El dimorfismo sexual
invertido, mayor movilidad femenina y activa participacion de las hembras en el cortejo, més la alta
inversién masculina indican Inversion parcial de Roles Sexuales para ambas especies de Allocosa,
abriendo multiples puertas hacia futuras investigaciones sobre el papel selectivo de cada sexo, el sistema

de apareamiento resultante y sus determinantes.
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INTRODUCCION GENERAL

La Seleccion Sexual (Darwin 1871) se considera la fuerza evolutiva que surge como consecuencia de las
diferencias en éxito reproductivo, producto de la competencia por el acceso a parejas y apareamientos.
Uno de los principales postulados de la teoria de Seleccién Sexual predice que en general las hembras
tenderan a ser el sexo selectivo y recurso escaso por el cual compiten los machos. Las hembras poseen
pocos gametos grandes y costosos, y los machos en cambio producen muchos gametos pequefios
disefiados para ‘parasitar’ los recursos de los gametos femeninos (Parker et al. 1972). Tradicionalmente,
esta asimetria en el tamafio de los gametos determinara la direccion e intensidad con la que operaré la
Seleccion Sexual sobre cada sexo, determinando que las hembras se especialicen en seleccionar y
cuidar a la progenie, y los machos en maximizar su numero de apareamientos. Dentro de este contexto,
surgiran la cooperacion y conflictos intra e intersexuales en lo que respecta a decisiones de apareamiento
y cuidado parental (Krebs & Davies 1996; Arnqvist & Rowe 2005).

Inversién de roles sexuales

Sin embargo, los roles sexuales no dependeran exclusivamente del sexo en si, y los papeles de
‘explotador’ o ‘explotado’ podrén variar. En algunos casos, los machos serén capaces de equiparar e
inclusive invertir esa disparidad precopulatoria de inversiones. Trivers (1972) postula que en especies con
cuidado parental en las cuales los dos sexos contribuyen equitativamente a la progenie, ambos se
volveran selectivos al momento de la reproduccion. Asumiendo estos conceptos se formula la teoria de
Inversién de Roles Sexuales, aplicable a especies en las cuales los machos asumen el papel de sexo
selectivo y las hembras compiten por acceder a éstos (Andersson 1994). La inversién se considerara
total cuando los machos se tornen el sexo selectivo y las hembras el sexo que compite, presentando
éstas Ultimas una mayor variacién en su éxito reproductivo en comparacion con los machos; o parcial,
cuando ambos sexos son selectivos. A su vez, la inversion en roles sexuales implicara cambios en las
funciones tipicas del cortejo e inversion parental, 0 en especies en las cuales no existe cuidado parental,
exclusivamente la inversién en los roles del cortejo. La inversion de roles determinara que las hembras
tomen la iniciativa y sean mas activas durante el cortejo, desarrollando, en algunos casos, conspicuos
caracteres sexuales secundarios en algunos casos (Gwynne 1991). Los costos de cada sexo estaran
determinados no solamente por su gasto en gametos, sino por su esfuerzo de cortejo y cdpula, inversion
en cuidado de la progenie y/ o provisién de recursos y diferencias en la historia de vida de cada sexo.
Asimismo, los factores anteriores determinaran la proporcién sexual operacional de la especie, o sea los
individuos de cada sexo aptos para la reproducciéon en un momento determinado, y a su vez tanto la
proporcion sexual primaria como la operativa, estaran afectando las estrategias sexuales de la especie de

un modo bidireccional (Bonduriansky 2001).
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La inversién en los roles tipicos de cada sexo ha sido descripta en insectos (Bonduriansky 2001)
y crustaceos (Gwynne 1991), asi como en peces, anfibios y aves (Eens & Pinxten 2000). A pesar de que
posiblemente ejemplos de esta indole sean frecuentes, existen escasos estudios en el tema (Andersson
1994). Investigaciones exhaustivas sobre casos de inversion de roles sexuales y las estrategias
reproductivas resultantes, aportan informacion de alta relevancia para una mayor comprension de los
determinantes de las funciones de cada sexo, hacia la elaboracién de teorias mas robustas de roles
sexuales (Eberhard 1985; Bonduriansky 2001; Roughgarden et al. 2006). Asimismo, y considerando la
alta biodiversidad de la zona Neotropical y, paraddjicamente, el escaso conocimiento de la fauna
ocurrente y su biologia, estudios sobre especies de estas zonas resultan imperantes en la busqueda de

nuevos casos para poner a prueba la hipotesis de Inversion de roles y sus implicancias.

Las arafias como_modelo de estudio de Seleccion Sexual.

Las arafias constituyen el séptimo orden mas diverso dentro del Reino Animal en términos de especies
descriptas o estimadas. Mas de mil géneros corresponden a la zona Neotropical, casi un tercio de los
géneros conocidos para el mundo entero (Coddington et al. 1991). Asimismo, las arafias presentan una
gran variedad de estrategias reproductivas y comportamientos reproductivos factibles de ser
cuantificados, tornandolas muy propicias para llevar a cabo estudios de biologia reproductiva. Eberhard
(2004) realiza un listado exhaustivo de las caracteristicas ‘inusuales’ de la biologia de las arafas que las
hacen sujetos de estudio extremadamente interesantes para poner a prueba hipétesis de Seleccién
Sexual. Algunas de estas caracteristicas serian: presencia de genitalia doble y bilateralmente simétrica en
ambos sexos, que permite la utilizacion del mismo animal como experimento y control; posibilidad de
aislar el esperma en forma pura durante la induccién espermatica; posiciones copulatorias que permiten
la observacion adecuada del proceso copulatorio y mecanismos de movimientos de la genitalia masculina
que permiten determinar y cuantificar las eyaculaciones, entre otras. La creciente cantidad de estudios
sobre biologia de arafias, permite la comparacién e interpretacién de resultados en un marco mas amplio

de discusion.

Cortejo y cdpula en arafias

El cortejo es una forma de comunicacion cuyas funciones principales son sincronizar las actividades
sexuales de hembra y macho, orientar y localizar al posible compafiero/ compafiera de copula, persuadir
0 evitar respuestas no sexuales por parte del individuo del otro sexo, y por ultimo asegurar el aislamiento
reproductor, o sea la unién intraespecifica (Costa & Gudynas 1995) .

En arafas, los canales sensoriales que han sido reportados mas frecuentemente en contextos
sexuales son el quimico, el vibratorio, el visual, el tactil, y combinaciones de los mismos. La emision de

sefiales quimicas en un contexto sexual (feromonas), parece estar muy extendida en arafias y se
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considera muy antigua (Costa & Quirici, en prensa). Sin embargo, principalmente por razones técnicas,
han sido escasamente estudiadas en su composicién quimica. La mayoria de ejemplos corresponden a
feromonas que las hembras liberan asociadas a sus hilos de seda, aunque también existen reportes de
feromonas aerotransportables (Schulz 2004). Con respecto a las sefiales quimicas masculinas, existen
s6lo dos trabajos sobre su utilizacion en contexto sexual, uno correspondiente a sefiales de inhibicion
hacia otros machos (Ayyagari &Tietien 1987) y otro de feromonas volatiles masculinas que inducirian la
catalepsia femenina durante la copula en Agelenopsis aperta (Becker et al. 2005). Recientemente, ha
sido reportada la transmision de sustancias quimicas asociadas al esperma que afectarian la receptividad
sexual femenina (Aisenberg & Costa 2005; Michalik & Uhl 2005).

En las sefales vibratorias, podemos distinguir entre sefiales acusticas — transmitidas por el aire -
y sefales sismicas, las cuales se transmiten por el sustrato. Muchas veces la misma sefial puede
simultdneamente transmitirse por el aire y por el sustrato. En arafias, estas sefiales pueden producirse
por érganos de estridulacién, que implican el raspado de estructuras rigidas entre si, por percusién o
golpeteo de o6rganos o partes del cuerpo contra un sustrato, o por la vibracién de estructuras (Rovner
1975, 1980). Las sefiales acusticas han demostrado ser un medio efectivo de comunicacion
intraespecifica, protegiendo a los machos de posibles ataques de las hembras por medio del
apaciguamiento a distancia (Uetz & Stratton 1982).

En general, las arafias no poseen buena vision. Los Salticidae son las arafias con el sistema
visual mas desarrollado. A su vez, Oxyopidae, Deinopidae, Thomisidae y Lycosidae son familias que
también poseen una visién relativamente buena (Costa & Quirici, en prensa). Poseen ojos simples
(ocelos), y generalmente presentan cuatro pares denominados medianos anteriores, laterales anteriores,
medianos posteriores y laterales posteriores, aunque existen algunas familias con tres pares de o0jos. A su
vez existen familias, como Lycosidae, que poseen una capa reflectora en el fondo de sus ojos —a
excepcion de los medianos anteriores- que refleja la luz incidente, favoreciendo la visién nocturna (Foelix
1996). Tanto las caracteristicas como la disposicion de los ojos, determinaran las sefiales visuales
utilizadas en el cortejo, que podran incluir desde exhibiciones de configuraciones o estructuras coloreadas
en salticidos, hasta movimientos particulares exhibiendo extremidades ornamentadas, como en algunos
licosidos (Huber 2005) .

Las sefiales tactiles, por realizarse a corta distancia, en general son utilizadas luego de
establecer la comunicacion por otros canales. Las arafias poseen numerosos pelos tactiles, méviles, que
estimulan las dendritas. A su vez, los pelos quimiosensoriales, las tricobotrias, y aun los receptores de
vibraciones presentes en las articulaciones de las extremidades, pueden cumplir funciones tactiles (Foelix
1996). Puede considerarse un canal esencial en animales nocturnos y cavernicolas.

Durante el cortejo, se utilizaran uno o varios canales sensoriales, de acuerdo a las
caracteristicas morfo-funcionales de la especie y del medio en el cual se encuentren. A modo de ejemplo,
Schizocosa malitiosa, una arafia lobo ampliamente extendida en nuestro pais, utiliza todos los canales

sensoriales durante el cortejo. Los machos de esta especie detectan a la hembra siguiendo los rastros
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quimicos que ésta libera asociados a sus hilos de seda, mientras emiten sefiales vibratorias y visuales,
culminando con la monta luego de una intensa interaccion quimiotactil (Costa 1975; Costa 1979). Los
canales de comunicacién permitiran el intercambio de informacién entre individuos, el reconocimiento
intraespecifico, la estimacion mutua de las caracteristicas de la posible pareja, determinando que el
encuentro resulte, o no, en apareamiento.

El comportamiento copulatorio de las arafias y su llamativa diversidad han sido ampliamente
estudiados (Foelix 1996). Asimismo, como la potencialidad de canibalismo sexual existe, es necesaria
una comunicacién clara tanto antes como durante la copula (Arnqvist 1992). Las arafias pueden ser
clasificadas en dos grupos, hapléginas y enteleginas, de acuerdo a la morfologia de las estructuras
genitales femeninas, las espermatecas “cul-de-sac’ y “conduit’ respectivamente, que determinaran
distintas estrategias reproductivas (Austad 1984). Las primeras constan de estructuras simples,
receptaculos ciegos donde el esperma entra por el mismo orificio por el que saldra para fecundar los
dvulos. En este caso, y de no haber mezcla de esperma en las espermatecas, el Gltimo macho en copular
sera el favorecido. Por el contrario, en el caso de espermatecas del tipo conduit, los machos lucharan por
ser los primeros en inseminar, ya que las hembras poseen espermatecas que conectan con el utero
externo mediante conductos fecundadores independientes, que por su ubicacién, y de no existir mezcla
de esperma, favoreceran el acceso del primer esperma depositado. Estudios mas recientes sugieren que
existirian desviaciones de los patrones de prioridad espermética sugeridos por Austad (1984),
posiblemente como consecuencia de diferencias en la morfologia de las espermatecas y su
funcionamiento. El disefio entelegino no funcionaria como “conduit” en algunos casos, particularmente
cuando los conductos de inseminacién y fertilizacién desembocan juntos en la cavidad de la espermateca
(Elgar 1998). Asimismo, tanto los patrones de insercién palpar como la duracidén de la copula han
demostrado ser muy variables ain en especies muy emparentadas, pertenecientes a la misma familia
(Elgar 1995), sugiriendo un buen marco para la discusion de hipotesis de eleccion criptica femenina
(Thornhill 1983; Eberhard 1985) y competencia espermatica (Parker 1970), evaluando el grado de

cooperacion y conflicto entre los sexos.

Aislamiento reproductor.

De acuerdo a la definicion de Mayr (1942), las especies son grupos de poblaciones naturales que son real
0 potencialmente capaces de entrecruzarse, y que estan aisladas reproductivamente de otros grupos de
igual caracter. Los mecanismos de aislamiento reproductor pueden implicar diferencias en la distribucién
espacial y temporal, mecanismos de aislamiento etoloégico o aislamiento mecanico. De fallar los
mecanismos anteriores, se recurrird a mecanismos postcopulatorios de aislamiento como la
incompatibilidad gamética, inviabilidad cigética y generacién de individuos inviables o estériles. En
general, los mecanismos de aislamiento precopulatorio seran priorizados por la seleccién, ya que los

mecanismos postcopulatorios son mas costosos (Mayr 1968). Por lo tanto, el cortejo se considera
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fundamental para el reconocimiento intraespecifico, sobre todo cuando se trata de especies simpatridas,
sintdpicas y/ o sincronicas. En estos casos, y cuando las caracteristicas morfologicas no son suficientes
para distinguir entre grupos o especies, serd posible recurrir a experiencias que pongan a prueba el
aislamiento reproductivo por mecanismos etoldgicos. En arafias, el aislamiento reproductivo etoldgico ha
demostrado ser un mecanismo efectivo en condiciones de laboratorio, concretamente en licosidos
(Hollander & Dijkstra 1974; Uetz & Dondale 1979; Uetz & Denterlein 1979; Stratton & Uetz 1981; Costa &
Capocasale 1984).

Las arafias blancas de los médanos

En la ultimas décadas, la zona costera de Uruguay se ha visto drasticamente reducida y modificada por la
urbanizacién, turismo, e introduccion de vegetacién exoética (Evia & Gudynas 2000). En la angosta franja
de 150 a 200 metros de arenales aln persistente, habitan especies adaptadas a soportar las condiciones
extremas de variacion de temperaturas, azote de vientos y escasez de refugios de las dunas. Estudios
realizados en la zona costera de Canelones (Costa et al., en prensa) confirman que los médanos costeros
se habrian transformado en relictos de fauna especifica persistente y corredores de animales de
ambiente arenosos, constituyendo un importante reservorio de biodiversidad.

Allocosa brasiliensis (Petrunkevitch, 1910)(Araneae, Lycosidae) se distribuye a lo largo de las
costas del Rio Uruguay, Rio de la Plata y Océano Atlantico, asi como costas de rios y lagunas interiores
de nuestro pais (Capocasale 1990). Poseen coloracion blanquecina, que las torna cripticas en el
ambiente de arenales. Su actividad es mayoritariamente nocturna, construyendo cuevas de paredes
recubiertas con seda, en las que permanecen durante el periodo diurno y los meses mas frios del afio,
mostrando su pico maximo de actividad durante los meses de verano (Costa 1995).

Estudios previos realizados sobre A. brasiliensis utilizando la técnica de trampeo pitfall (Costa
1995; Costa et al., en prensa) sugirieron la existencia de dos patrones diferenciados de tamafio y disefio
cromatico en los adultos de esta especie, que de ahora en mas llamaremos individuos de la forma
pequefia o grande. Asi, surgieron dudas acerca de si las variaciones observadas corresponden a una
especie polimorfica con individuos intermedios fuertemente contraseleccionados, o dos especies aisladas
reproductivamente.

Asimismo, resultados de estudios previos realizados en A. brasiliensis (Costa 1995; Costa et
al., en prensa) y observaciones personales realizadas a campo, indicaban una mayor ocurrencia de caida
de hembras en las trampas, sugiriendo una mayor movilidad femenina para ambas formas de esta
especie y/ 0 una proporcién sexual primaria sesgada hacia las hembras, sumados a un mayor tamafio de
hembras que de machos. Estos resultados pueden ser considerados llamativos si se considera que las
hembras de arafias, en general y de acuerdo con el esquema previsible, suelen ser sedentarias y grandes
y los machos livianos y rapidos, adaptados a ser buenos ‘buscadores’ de parejas potenciales (Vollrath &

Parker 1992; Moya-Larafio et al. 2002; Huber 2005). Por otra parte, en arafias existen muy escasos
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reportes de sesgo en las proporciones sexuales primarias, coincidiendo con casos en arafias sociales y
un solo ejemplo en arafias solitarias (Avilés et al. 2000). Los canales de comunicacién utilizados por
ambos sexos para facilitar su encuentro se desconocen, pero podrian involucrar la utilizacién de sefiales
vibratorias y/ o quimicas por parte del macho que ayuden a la hembra a orientarse hacia la cueva.
Teniendo en cuenta las caracteristicas anteriormente citadas, ambas formas del género Allocosa se
presentan como buenas candidatas para poner a prueba la hipétesis de Inversion de Roles Sexuales

durante el cortejo.

Obijetivo general

La presente tesis planteé como objetivo principal, estudiar la biologia reproductiva de las arafias blancas
de los médanos Allocosa brasiliensis. Se enfatizd en el comportamiento sexual y estrategias
reproductoras a la luz de la hipdtesis de Inversion de Roles Sexuales, determinando si se trata de una

especie polimérfica o dos especies aisladas reproductivamente.

Estructura de la tesis

La tesis se organizé en cuatro capitulos, donde se analizaron comparativamente caracteristicas del
desarrollo, comportamiento sexual y morfologia somatica y genital, de ambas formas de Allocosa. El
primer capitulo investiga caracteristicas del desarrollo de individuos de A. brasiliensis en condiciones de
laboratorio, determinando la proporcién sexual y analizando comparativamente ambas formas. El
segundo capitulo describe cortejo y copula, y analiza el dimorfismo sexual en ambas formas, discutiendo
la inversion de roles sexuales. El tercer capitulo pone a prueba el aislamiento reproductivo entre ambas
formas de Allocosa, presentando y discutiendo resultados experimentales obtenidos en el laboratorio y
resultados de analisis somaticos y genitales. El capitulo cuarto pone a prueba la capacidad de deteccién
de cuevas por parte de las hembras e investiga la existencia de feromona sexual masculina asociada a
hilos de seda. Se concluye la tesis con una discusién global de los resultados, un analisis de las

perspectivas para futuros estudios y las referencias bibliograficas correspondientes a todos los capitulos.
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Cap. 1: Desarrollo y Proporcién Sexual

INTRODUCCION

La bimodalidad de tamarios, o sea la aparicion de formas diferenciales en la distribucién de tamafios de
una especie, es relativamente frecuente tanto en el Reino Animal como Vegetal. Las causas de tal
distribucién de tamafios pueden incluir evasion de competencia, dimorfismo sexual, canibalismo y
predacién (Moya-Larafio & Cabeza 2003). Sin embargo, cuando esta bimodalidad implica individuos
adultos de ambos sexos, puede estar sugiriendo ya sea la ocurrencia de individuos con estrategias
alternativas de comportamiento, o que las formas consideradas como pertenecientes a una Unica
especie, sean en realidad especies distintas.

En Sudamérica existen varias especies de arafias del género Allocosa Banks 1901 adaptadas a
la vida en los arenales (Capocasale 1990). En nuestro pais hay una Unica especie citada, Allocosa
brasiliensis, que se distribuye a lo largo de toda la costa de Uruguay, incluyendo orillas de rios y lagunas
interiores (Capocasale 1990). Estudios previos (Costa 1995; Costa et al, en prensa) realizados en la zona
de Marindia, Canelones, con trampas de caida (pitfall traps), mostraron la coexistencia de dos tamafios
de adultos (pequefio y grande), en ambos sexos. Los individuos de formas distintas presentaban
diferencias en el disefio cromatico del dorso de su abdomen, pudiendo identificarse inequivocamente a
los individuos de la forma grande por el color blanquecino uniforme de su cuerpo y disefio abdominal en
colores claros, a diferencia de la forma pequefia, de coloracion corporal mas oscura y disefio abdominal
mas marcado (Figura 1.1). Ademas, se encontraron diferencias en la distribucidén espacial de las dos
formas, siendo la forma grande mas frecuente en las dunas mas cercanas a la costa, y la forma pequefia
en zonas de vegetacion abundante y mas alejadas de la costa (Costa 1995; Simé et al. 2005). Asi se
generaron dudas acerca de si se trataba de una especie con dos formas, o dos especies distintas
aisladas reproductivamente. Ambas formas mostraron un pico maximo de actividad durante los meses de
enero y febrero (Costa 1995; Costa et al., en prensa), y observaciones personales en campo y en el
laboratorio indican que serian capaces de realizar hasta cuatro puestas sucesivas de ootecas durante el
periodo reproductivo.

Asimismo, los resultados de los estudios de Costa (1995) y Costa et al., (en prensa), mostraron
claramente una mayor frecuencia de capturas de hembras que de machos con la técnica de pitfalls. En la
forma pequefia las proporciones de captura fueron 18 hembras: 1 macho, y en la forma grande
aproximadamente 2: 1 hembras por macho. Esto resulta sumamente llamativo si se lo compara con
resultados de captura de licosidos en Sierra de las Animas, Maldonado, utilizando la misma técnica, que
mostraron una proporcion sexual de 1.4 machos por cada hembra (Costa et al. 1991). Ambas formas de
Allocosa podrian presentar una inversidn de los roles sexuales tipicos en arafias — machos vagabundos y
hembras mas sedentarias- pero a su vez, las capturas podrian estar reflejando una proporcion sexual
primaria sesgada hacia las hembras para ambas formas de la arafia blanca de los médanos. La gran
mayoria de ejemplos de proporciones sexuales sesgadas drasticamente hacia las hembras han sido

reportados en organismos con sistemas con determinaciéon sexual haplodiploide (Hardy 1992). En
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arafias, organismos diploides con determinacién sexual heterogamética, se han reportado proporciones
sexuales sesgadas hacia las hembras en especies sociales (Avilés et al. 2000) y solamente un caso en
arafias solitarias (Gunnarsson & Andersson 1992). Teniendo en cuenta las implicaciones que tiene la
proporcién sexual primaria (primary sex-ratio) sobre la proporcion sexual operativa -numero de individuos
aptos para el apareamiento en un momento dado- y sobre la determinacion de las estrategias sexuales y
el sistema de apareamiento resultante de la especies (Owens & Thompson 1994; Bonduriansky 2001),
investigar la proporcién sexual de ambas formas de Allocosa se entendié como un punto necesario hacia
una mejor comprensién del comportamiento sexual de estas arafias.

Se plantea como objetivo especifico investigar el desarrollo de individuos de ambas formas de A.
brasiliensis desde su primer muda hasta adultos, evaluando el nimero y periodo de mudas, tamafio final
como adultos, longevidad y proporcion sexual en condiciones de laboratorio, comparando con los
resultados obtenidos en campo y discutiendo la plausibilidad de la hipétesis de dos especies distintas en
base a los resultados obtenidos.

Figura 1.1. Ejemplares adultos de la forma pequefia (arriba) y grande (abajo) de A. brasiliensis. Las
hembras se presentan a la derecha y los machos a la izquierda.
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MATERIALES Y METODOS

Se capturaron dos hembras adultas de Allocosa brasiliensis con sus ootecas (hembras madres), una
identificada como perteneciente a la forma pequefia, capturada en enero del 2004, y la otra de la forma
grande capturada en febrero del 2004, en la zona costera de Marindia, Canelones.

La cria de las hembras madres fue llevada a cabo en el Laboratorio de Etologia, Ecologia y
Evolucion del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable, Montevideo. Ambas hembras
fueron transportadas al laboratorio, medidas bajo lupa y criadas en forma individual en recipientes de
vidrio de 9 cm de didmetro y 14 cm de altura, con arena como sustrato y agua ad libitum. Fueron
controladas diariamente y alimentadas semanalmente con larvas de Tenebrio sp. (Coleoptera,
Tenebrionidae).

La emergencia de las crias desde la ooteca para la hembra pequefia ocurri6 el 12 de enero del
2004 y para la hembra grande el 11 de marzo del 2004. Luego de la emergencia desde la ooteca, se
esperaron diez dias, periodo aproximado de dispersién de las crias en la naturaleza, y todos los
individuos fueron retirados del dorso de su madre, contabilizados y transportados a recipientes
individuales para su cria. Los juveniles de ambas formas fueron criadas inicialmente en cajas de Petri de
3.5 cm de didmetro y 0.9 cm de alto, con arena como sustrato y un algodén humedecido en agua. Al
crecer, fueron trasladadas a cajas de 9.5 cm de didmetro y 1.5 cm de alto, con arena y un algodon
humedecido en agua. Todos los ejemplares fueron revisados diariamente, registrando la existencia de
mudas, muertes y otros eventos significativos. Una vez adultos, los individuos fueron medidos (largo y
ancho del cefalotérax) bajo lupa estereoscopica, sexados y criados hasta su muerte.

La temperatura media en el laboratorio durante el periodo de cria fue 22.81 + 2.88 ° C (rango:
15-31 ° C), y la progenie fue criada bajo un ciclo de 12 hs luz — 12 hs oscuridad. Todos los individuos
fueron alimentados con las mismas presas e idéntica frecuencia (tres veces a la semana). Durante los
primeros estadios, las presas ofrecidas fueron ejemplares de Drosophila melanogaster (Diptera),
intercaladas con pequefas larvas de tenebrio. Los juveniles mas grandes fueron alimentados con larvas

grandes de tenebrio y juveniles de cucarachas Blaptica dubia (Blaberidage).

Muestreos en el campo

Para comparar los resultados de proporcion sexual obtenidos en el laboratorio y mediante trampeo pitfall,
se realizaron dos muestreos en los médanos de la franja costera de Marindia, el 6 y 22 de setiembre del
2005. Se sigui6 la técnica de tamizado de arena descripta en Ramirez (1995). Se seleccionaron
aleatoriamente las areas de trabajo y se trazaron dos cuadriculas de 6 m2 . Se procedi6 al filtrado de la
arena, utilizando tamices rectangulares de 30 ¢cm por 38 cm y 0.5 cm? de entramado de malla, hasta una
profundidad de 20 cm. Esta profundidad fue determinada a partir de la reportada para cuevas de adultos

de Allocosa (aproximadamente 10 cm, Capocasale 1990) y de observaciones personales (F. G. Costa, A.
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Aisenberg). Ambos muestreos se realizaron durante el periodo diurno, totalizando 24 horas hombre en
cada uno (6 recolectores, durante 4 horas). Los individuos recolectados fueron llevados al laboratorio,
identificados y clasificados por estadio y sexo.

Especimenes representativos criados en el laboratorio y capturados en el campo fueron
depositados en la coleccién aracnoldgica de la Seccién Entomologia, Departamento de Biologia Animal,

Facultad de Ciencias, Montevideo.

Andlisis estadisticos

Los analisis de los resultados fueron llevados a cabo con el programa Past Palaeontological Statistics
version 1.18 (Hammer et al. 2003), y el programa Statistica version 6.0. Se analizé normalidad de los
valores y distribucion homogénea de varianzas mediante los tests de Shapiro-Wilk y de Levene,
respectivamente. Ante normalidad y homogeneidad de varianzas, se aplicd el test de t de Student (test
paramétrico). En caso contrario, se aplicé el test de Kruskall-Wallis (global, cuando se compararon mas
de dos grupos) y el test de la U de Mann-Whitney. Para comparar frecuencias, se utilizé el test de Chi

cuadrado para dos muestras independientes. Todos los tests utilizados fueron de dos colas.

RESULTADOS

Se obtuvieron 26 individuos adultos a partir de la hembra chica y 21 a partir de la hembra de la forma
grande. Solamente tres individuos de la forma pequefia y cuatro individuos de la forma grande murieron
antes de llegar a la adultez. Al comparar el nimero de individuos adultos obtenidos de cada camada, no
se encontraron diferencias significativas (X% = 0.38, P = 0.54).

Con respecto a la proporcién sexual de la descendencia, de los 26 individuos de la forma
pequefia todos fueron hembras, mientras que de los de la hembra grande 9 fueron hembras y 12 fueron
machos, siendo éstas frecuencias significativamente distintas (X2, = 19.95, P <0.0001).

En la Tabla 1.1 se muestran los valores medios del nimero de mudas para cada forma y sexo.
En la Figura 1.2 se muestra el numero de mudas que necesitaron los individuos de cada camada para
llegar a estado adulto. No se encontraron diferencias significativas en el nimero de mudas hasta adultos
entre hembras y machos en la forma grande (19 = 0.82, P = 0.42). En cambio, las hijas de la hembra
pequefia necesitaron un numero significativamente menor de mudas que las hijas de la hembra grande
para llegar a adultas (U = 19, Ny =26 N, =9 ,P = 0.0002).
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Tabla 1.1. Numero de mudas hasta llegar a adultos, discriminado segun el sexo para cada forma. Los numeros
figuran como medias con su correspondiente desvio estandar y rango de variacién.

Numero de mudas
Hembras pequefias 7.38 £0.98 (6-9)
Hembras grandes 9.44 +1.01 (8-11)
Machos grandes 9.83 +1.11(8-12)

10 +

8 | ElHembras G
w @ Machos G
o gr—
3 OHembras P
= 6 - —
e)
£
[0
©
o 4-
[0
€
=]
Z

2 |

0

6 7 8 9 10 11 12
Numero de mudas hasta adulto

Figura 1. 2. Distribucién del numero de mudas realizadas hasta llegar a estado adulto en las camadas de la forma
pequefia (P) y grande (G) de Allocosa.

Ambas formas mostraron solapamiento en la época de maduracién, con un pico maximo en el
mes de diciembre (Figura 1.3). La frecuencia maxima de acceso a la adultez se observo en diciembre,
para ambas formas y sexos. Las hembras de ambas camadas tuvieron un pico menor pero importante de
acceso a la adultez en noviembre, mientras que la mayoria los machos de la forma grande accedieron

sincronicamente en diciembre.
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Figura 1.3. Distribucién temporal de la Ultima muda (adultez) de la progenie de las dos formas de Allocosa.

Se calcularon los valores medios de duracion del periodo juvenil extra ooteca (tiempo
transcurrido desde el nacimiento hasta la muda a adulto) para los individuos de cada forma, que variaron

entre 9y 11 meses . Los resultados se resumen en la Tabla 1.2.

Tabla 1.2. Periodos transcurridos desde la emergencia desde la ooteca hasta la muda a adultos, discriminados por
forma y sexo. Los resultados se muestran como media, desvio estandar y valores extremos.

Periodo hasta la muda (dias)
Hembras P 323.19 + 17.51 (287- 347)
Hembras G 268.22 + 24.46 (236- 318)
Machos G 300.58 + 34.09 (264- 362)

Se encontraron diferencias significativas entre los tres grupos de individuos (hembras pequefias,
hembras grandes y machos grandes) en el tiempo de maduracién (H, = 18.48, P < 0.0001). Las hembras
pequefias demoraron mas tiempo en mudar a adultas con respecto a las hembras grandes (U = 11, N¢ =
26 N2 = 9, P < 0.0001), pese a que presentaron un menor nimero de mudas. A su vez, lo machos
grandes demoraron mas tiempo en llegar adultos que las hembras grandes (U =20.5, Ny=9 N, =12, P =
0.02).

Los resultados de las medidas de largo y ancho de cefalotérax de la hembra madre pequefa y

de su progenie, asi como de la hembra madre grande y su progenie se resumen en la Tabla 1.3. Las hijas
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de la madre pequefia mostraron un tamafio menor que las hijas de la madre grande, con valores
estadisticamente significativos tanto al comparar largo (t» = 18.76, P < 0.0001), como ancho de
cefalotorax (t4 = 15.81, P < 0.0001). Al comparar las medidas de hembras y machos hijos de la hembra
grande, se encontré que los machos poseian un tamafio de cefalotérax mayor, tanto en largo (U = 18, Ny
=9 Ny =12, P =0.01) como en ancho (t1g = 3.05, P = 0.006). Para ambas formas, y como se aprecia en la
Tabla 1.3, los valores de largo y ancho de cefalotérax de las hembras madres practicamente coinciden
con los valores medios de sus hijas, pero escapan de los valores medios de las medidas de la camada de
la otra forma mas o menos sus desvios. A su vez, la progenie de cada forma exhibio el disefio dorso-

abdominal semejante al de su progenitora y diferente al de los individuos de la otra forma.

Tabla1.3. Medidas de largo y ancho de cefalotérax de las hembras madres de cada forma y su progenie. Los
valores de las camadas se representan como media con su correspondiente desvio estandar, rango y coeficientes
de variacion (CV).

largo cefalotérax (mm) ancho cefalotérax (mm)
Hembra P madre 3.80 2.60
Hembras progenie P 3.82 +0.30 (3.4-4.5)CV=79% 2.85+0.27(24-33)CV=95%

Hembra G madre 6.10 4.60
Hembras progenie G 5.93+£0.31 (5.5-6.5)CV=52% 483+047(45-51)CV=97%
Machos progenie G~ 6.90+0.88(5.8-7.8)CV=127%  541+043(49-65CV=79%

Se estimo la longevidad (periodo entre emergencia desde la ooteca hasta la muerte) de la
progenie de cada forma (Tabla 1.4). No se encontraron diferencias significativas en longevidad de las
hijas de la hembra pequefia en comparacién con las hijas de la hembra grande (U = 89, P = 0.56), ni

tampoco entre hembras y machos hijos de la hembra grande (t 7= 0.36, P = 0.72).

Tabla 1.4. Longevidad de la progenie de la hembra pequefia y de la hembra grande. Los resultados se representan
como media con su desvio estandar y rango.

Longevidad (dias)
Hembras P 437.69 + 88.97 (142- 536)

Hembras G 478 + 88.71 (388- 669)
Machos G 491 +£79.29 (305- 577)
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En cuanto a los muestreos realizados filtrando la arena de los médanos, los resultados se
detallan en la Tabla 1.5. Las capturas muestran la presencia de machos adultos y fundamentalmente
penultimos en setiembre, enterrados en la arena. Se destaca que en la forma chica los machos
presentaron estados mas avanzados de desarrollo que las hembras. Los individuos de la forma grande

mostraron menor grado de desarrollo, predominando juveniles no sexables.

Tabla 1.5. Nimero de individuos capturados en el filtrado de médanos y sus totales, clasificados por estadio y sexo,
para cada muestreo (6 y 29 de setiembre del 2005).

Muestreo 1 Muestreo 2 Total
Hembras P penultimas 0 1 1
Hembras P adultas 1 0 1
Machos P penultimos 6 8 14
Machos P adultos 1 0 1
Juveniles P 7 11 18
Hembras G penultimas 0 0 0
Hembras G adultas 2 0 2
Machos G penltimos 0 0 0
Machos G adultos 0 0 0
Juveniles G 13 14 27
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DISCUSION

Los descendientes de ambas formas de Allocosa brasiliensis presentaron tamario y disefio cromatico
similares a los de su progenitora, siendo distintos a los tamafios y disefios de la progenie de la otra forma,
a pesar de haber sido criadas bajo las mismas condiciones en el laboratorio. De esta manera, se confirmd
la existencia de dos tamafios distintos y consistentes de A. brasiliensis, que estarian determinados al
nacimiento. A su vez, las diferencias en el disefio cromatico, nimero de mudas hasta llegar a adultos,
periodo transcurrido hasta la muda a adultos y en la proporcién sexual de la camada, concordarian con la
existencia de dos especies distintas de Allocosa, simpatridas y sincronicas. Los resultados no sugieren la
existencia de individuos intermedios entre ambas formas, dada la uniformidad de la descendencia. Estos
resultados respaldan lo sugerido por Costa (1995) y Costa et al. (en prensa), con respecto al estatus
especifico de las dos formas.

La llamativa proporcién sexual sesgada hacia las hembras en la forma pequefia, no puede ser
explicada en términos de mortalidad diferencial de machos durante la cria. La mortalidad fue muy baja, y
aln asumiendo que todos los individuos muertos fueran machos, se estaria manteniendo este marcado
sesgo. El resultado encontrado coincidiria con los escasos reportes de machos de la forma pequefia
capturados a campo con trampas pitfall (Costa 1995; Costa et al., en prensa ). Adicionalmente, los
resultados del filtrado de los médanos y observaciones a campo de este trabajo, sugieren que los machos
de la forma pequefia serian muy sedentarios, alejandose de sus cuevas Unicamente para alimentarse.
Este hecho, sumado a su menor representacion en numero de individuos, podrian explicar su baja
ocurrencia en las trampas pitfall, que sesgan la captura hacia individuos corredores y caminadores. Si
comparamos el nimero de machos pequefios encontrados filtrando los médanos en el presente estudio
con los caidos en trampas pitfall en un muestreo de dos afios realizado en la misma zona (Costa et al., en
prensa), encontramos que utilizando la técnica de filtrado se obtuvo en el primer muestreo un 75 % y en
el segundo un 100 % de los machos pequefios obtenidos durante el muestreo de dos afios con trampas
pitfall, a pesar de que en términos generales la técnica de trampas fue mas efectiva si se considera la
captura total de individuos de Allocosa.

Una posibilidad alternativa es que el sesgo hacia las hembras no sea constante durante todo el
periodo reproductivo, sino que sesguen hacia los machos en la primer ooteca, y hacia las hembras en las
ootecas sucesivas, permitiendo a los machos ubicarse en lugares preferenciales en los médanos, que les
permitan construir cuevas profundas, mientras esperan por la maduracién de las hembras. Este tipo de
estrategia ha sido reportada para avispas y ha sido considerada en modelos de evolucién de
proporciones sexuales sesgadas hacia hembras (Wakano 2005). De cualquier manera, el sesgo hacia
las hembras encontrado en la cria de la camada pequefia en laboratorio, resulta un hecho muy llamativo
que futuros estudios corroboraran para un numero de camadas mayor. De confirmarse, constituiria el
segundo caso reportado para arafias solitarias (Avilés et al. 2000), abriendo una amplio abanico de

oportunidades para futuras investigaciones sobre el mecanismo utilizado para  determinar las
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proporciones resultantes de cada sexo en animales no haplodiploides. La posibilidad de las hembras de
sesgar optativamente la proporcion sexual de la descendencia tendria implicancias evolutivas,
impactando sobre la proporcién sexual operacional y sobre las estrategias comportamentales de la forma
pequefia de Allocosa. Asimismo, la confirmacion de las diferencias entre las proporciones sexuales de la
forma pequefia y grande, permitira un buen marco para la discusién de las semejanzas y diferencias entre
ambas formas y la relevancia de la proporcion sexual sobre la determinacion de las estrategias sexuales
resultantes de las arafias blancas de los médanos.

Las diferencias encontradas en el nimero de mudas entre ambas formas concordarian con las
diferencias en el tamafio final de los adultos de Allocosa. Especies con ejemplares mas pequefios,
requieren menor cantidad de mudas para alcanzar el estado adulto (Foelix 1996). Schizocosa malitiosa es
un licésido generalista de tamario similar a los adultos de la forma grande (ancho de cefalotorax, en
hembras 65 mm y en machos 60 mm), que habita zonas aledafias a las estudiadas y presenta un
promedio de 10 mudas hasta llegar a adulto, sin presentar diferencia entre los sexos. Al comparar el
numero de mudas de ambas formas de Allocosa, se constata que a pesar de poseer la forma grande un
tamafio final similar a S. malitiosa, el numero de muda hasta adultos seria menor, reflejando un mayor
crecimiento en cada muda. Se sugiere que un animal mudando dentro de un lugar seguro y
microclimaticamente estable, como la cueva de Allocosa, permitiria un tiempo méas prolongado del mismo
con la cuticula nueva sin endurecerse, facilitando el crecimiento sin mayores riesgos, como podrian tener
especies mas vagabundas como S. malitiosa.

La época del afio donde ambas formas acceden a la adultez coincidié con el pico maximo de
actividad reproductiva reportado en el campo para ambas formas de Allocosa (Costa 1995; Costa et al.,
en prensa). EI mayor periodo juvenil detectado en los filtrados, de la forma pequefia en comparacion con
la forma grande, a pesar de su menor cantidad de mudas y menor tamafio final, sugiere una menor
velocidad en el desarrollo de ésta forma. Estas diferencias podrian ser consecuencia de su distribucion
espacial. De acuerdo con Costa (1995) y Simé et al. (2005), la forma grande seria mas frecuente hacia la
costa, en zonas de dunas abiertas, mientras que la forma pequefia estaria méas relacionada a arena fijada
por pastos, lo cual estaria influyendo sobre la localizacién y caracteristicas de sus cuevas. Las diferencias
en la distribucién espacial implican diferencias en factores bidticos como competencia con otras especies,
predacién o acceso a refugios, y abidticos como temperatura, humedad o radiacion solar, que podrian
estar determinando las patrones de desarrollo encontrados. A su vez, podria tratarse de una estrategia de
los individuos de la forma pequefia para demorar su muda a adultos hasta el verano, o para los individuos
de la forma grande de acelerar su muda a adultos de manera que ésta ocurra durante el verano, periodo
mas favorable para su reproduccion.

En la forma grande, se encontraron diferencias entre hembras y machos tanto en el nimero de
mudas como en el tamafio final. En general en arafias, las hembras son méas grandes que los machos
(Vollrath & Parker 1992; Foelix 1996; Coddington et al. 1991), considerdndose que este patron de

dimorfismo estaria explicado por diferencias en la historia de vida y estrategias de cada sexo, siendo las
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hembras las cargadoras de grandes gametos, sedentarias, y los machos los &giles buscadores de pareja
(Vollrath & Parker 1992). Sin embargo, los machos de la forma grande de Allocosa presentaron un
tamafio mayor que las hembras. Asimismo, de acuerdo a las medidas obtenidas de los machos
capturados a campo, en la forma pequefia también se presentaria este mismo patrén de dirmorfismo
sexual. Esta inversion en los tamarios tipicos de cada sexo en las dos formas podria ser resultado del
cambio en las estrategias tipicas de cortejo sugerido para ambas formas de Allocosa. El dimorfismo
sexual en Allocosa seré tratado con mayor profundidad en el Capitulo 2, luego del analisis de medidas de
individuos de ambos sexos capturados a campo y del estudio de las estrategias de cada sexo durante el
cortejo y copula.

En conclusion, del presente estudio se desprenden diferencias entre ambas formas de Allocosa,
que sugieren claramente la existencia de dos especies simpatridas y sincrénicas distintas. Esta hipdtesis
serd puesta a prueba con experiencias de aislamiento reproductor y comparacién mas detallada de

medidas de tamafio corporal y genitalia de las dos formas en el Capitulo 3.
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INTRODUCCION

Tradicionalmente, se considera que la Seleccion Sexual como fuerza evolutiva (Darwin 1871), actuara
con diferente intensidad en hembras y machos. Los roles de cada sexo estaradn determinados por las
contribuciones femeninas y masculinas en el tamafio de gametos, inversién parental, provisién de
recursos, esfuerzo en busqueda y localizacién de potenciales parejas para el apareamiento, competencia
intrasexual, esfuerzo de cortejo y esfuerzo de copula (Trivers 1972; Owens & Thompson 199%4;
Bonduriansky 2001). En general, las asimetrias precopulatorias en inversion de gametos, promoveran
asimetrias en la inversion copulatoria, y postcopulatoria de cada sexo (Arnqvist & Rowe 2005). A su vez y
en general, factores como la mayor incertidumbre de paternidad por parte de los machos y posible menor
representacion en la progenie con respecto a las hembras, favoreceran la tendencia de los machos a
maximizar el nimero de apareamientos y minimizar la inversién en la progenie, volviéndose los machos el
sexo competitivo y las hembras, con una mayor inversion en gametos y progenie, el sexo selectivo.

Sin embargo, ante una alta contribucion masculina en la reproduccion, los roles sexuales tipicos
y el dimorfismo sexual pueden invertirse, torndndose los machos selectivos y las hembras el sexo méas
activo durante el cortejo, compitiendo entre ellas por acceder a los machos. La teoria predice que en
estos casos, existira una mayor variacion femenina en el éxito de apareamiento y que las hembras
podrén desarrollar rasgos sexuales secundarios y despliegues durante el cortejo (Andersson 1994). En
especies en las cuales no exista inversion parental, los cambios se reflejaran soélo en los roles tipicos de
cada sexo durante el cortejo (Gwynne 1991). Estas inversiones en los roles sexuales han sido reportadas
en insectos, crustaceos, peces, anfibios y aves (Eens & Pinxten 2000), y pueden ser totales, cuando sélo
los machos son selectivos, o parciales, cuando ambos sexos seleccionan. Los cambios en los roles
tipicos en general surgen asociados con inversién por parte de los machos de dos maneras: cuidado
parental (como ocurren en vertebrados o en algunos grupos de insectos), o provision de regalos
nupciales durante el cortejo, con los cuales el macho provee de nutrientes a la hembra que se alimenta
durante la copula o son absorbidos con el eyaculado. La mayor inversion masculina en la progenie, con la
consiguiente reduccion en la tasa de apareamiento de los machos, comprometiendo su posibilidad de
reproduccién futura, los cambios resultantes en la proporcion sexual operativa y el grado de competencia
espermatica de la especie, serian factores determinantes para el surgimiento de la inversion de roles
sexuales en el Reino Animal (Lorch 2002).

El grado de dimorfismo sexual en tamafio de una especie refleja diferencias en la historia
evolutiva de cada sexo, determinadas por las presiones selectivas impuestas por la Seleccidén Sexual,
Seleccién Natural 0 ambas. Asimismo, este dimorfismo sexual estara determinado por los roles de cada
sexo, el sistema de apareamiento y el grado vy tipo de inversién parental de hembras y machos de la
especie (Fairbairn 1997). Por ejemplo, en insectos que proveen de costosos regalos nupciales a la

hembra, el tamafio del recurso obtenido podra ser dependiente del tamafio corporal del macho,
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generando la presién hacia un valor de tamafio corporal mayor en los machos que en hembras (Karlsson
etal. 1997).

En arafas, en la gran mayoria de especies las hembras poseen un tamafioc mayor que los
machos, siendo esta disparidad extrema en algunos casos. La gran mayoria de estudios sobre
dimorfismo sexual extremo corresponden a arafias de tela (Vollrath & Parker 1992; Hormiga et al. 2000).
Existen varias interpretaciones acerca del origen del dimorfismo sexual extremo que implican ya sea el
enanismo en machos como consecuencia de la mayor movilidad y mortalidad de individuos de este sexo
(Vollrath & Parker 1992), el gigantismo de las hembras (Hormiga et al. 2000), o la ventaja de ser machos
pequefios en especies en las cuales los machos necesitan trepar hasta la tela de la hembra para
aparearse (Moya-Larafio et al. 2002). Hasta el momento, existen muy escasos ejemplos reportados de
inversion del dimorfismo sexual clasico en arafias, en los cuales los machos presenten mayor porte que
las hembras (Lang 2001; Schutz & Taborsky 2005).

Allocosa brasiliensis, es una arafia lobo adaptada a la vida en los arenales costeros. Estas
arafias presentan color amarillo blanquecino, criptico, y poseen habitos nocturnos. Habitan cuevas en las
que permanecen durante el dia y los meses mas frios del afio, volviéndose activas particularmente
durante las noches de verano (Costa 1995). Estudios realizados en el area costera de Marindia,
Canelones, empleando trampas pitfall (Costa 1995; Costa et al., en prensa), sugieren la existencia de dos
patrones diferenciados de tamafio, disefio cromatico y distribucidn espacial en los adultos de esta especie
(forma pequefia y forma grande), que sugieren la existencia de una especie polimérfica con individuos
intermedios fuertemente contraseleccionados, o dos especies distintas aisladas reproductivamente.
Asimismo, los resultados de trampas pitfall (Costa 1995; Costa et al., en prensa; resultados del Capitulo
1), indican un mayor tamafio de machos que de hembras y una mayor movilidad de hembras que de
machos, ambos hechos que pueden considerarse muy llamativos para arafias.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, ambas formas de Allocosa se postulan como
candidatos promisorios para poner a prueba la inversién en los roles sexuales tipicos durante el cortejo.
Se plantean como objetivos del presente estudio analizar el dimorfismo sexual de tamafio en ambas
formas de Allocosa, describir el cortejo y la cdpula en condiciones de laboratorio, analizando posibles
diferencias entre la forma pequefia y grande, e investigar la posible inversion de roles sexuales para

ambas formas de esta especie.
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MATERIALES Y METODOS

La recoleccion de individuos de ambas formas de Allocosa se realizé durante el periodo octubre - enero
de los afios 2005 y 2006, en la zona costera de Marindia, Canelones. Los ejemplares fueron capturados
durante la noche, utilizando linternas de minero. Se capturaron individuos caminando o asomados en la
boca de sus cuevas. Se recolectaron en total 103 individuos de la forma pequefa y 90 individuos de la
forma grande.

Los individuos fueron inmediatamente transportados al laboratorio, donde fueron identificados
por forma y sexados. En la forma pequefia se identificaron 43 hembras subadultas, 31 machos adultos,
14 machos pentltimos y 15 juveniles no sexables; en la forma grande se reconocieron 41 hembras
subadultas, 33 machos adultos y 16 juveniles no sexables. Todos los ejemplares fueron criados en forma
individual en cajas de petri de 9.5 cm de didmetro y 1.5 cm de alto, con arena como sustrato y un
algodén con agua. Fueron controlados diariamente, registrando la fecha de muda, y alimentados tres
veces a la semana con larvas de Tenebrio sp. (Coleoptera, Tenebrionidae) y juveniles de cucarachas
Blaptica dubia (Blaberidae). La temperatura media en el laboratorio durante el periodo de cria fue de
22.81 + 2.88°C (rango: 15-31). Se midi6 largo y ancho de cefalotérax de todos los individuos y largo de
queliceros (segmento basal, excluyendo la ufia), luego de su muerte.

Para las experiencias se utilizaron solamente hembras virgenes capturadas como subadultas, o
criadas en el laboratorio desde su emergencia de la ooteca. Los machos utilizados fueron criados desde
subadultos, desde la emergencia de la ooteca, o fueron capturados como adultos a campo. Machos y
hembras de cada forma fueron distribuidos aleatoriamente dentro de los grupos experimentales. En todos
los casos, se utilizaron individuos de al menos diez dias de edad adulta, o transcurridos diez dias luego
de su captura en el campo como adultos. En ningun caso, los individuos fueron reutilizados.

Se crearon dos grupos experimentales, y se realizaron 20 experiencias en cada uno. En uno de
los grupos se enfrentaron hembra y macho de la forma pequefia, y en el otro, hembra y macho de la
forma grande. Para los encuentros sexuales, macho y hembra fueron ubicados separadamente en un
terrario de vidrio, 48 horas antes de la experiencia. Cada terrario media 30 cm por 16 ¢cm de base y 20 cm
de altura, con una capa de 15 cm de arena como sustrato; el terrario se dividio en dos partes iguales
mediante una barrera, donde fue depositado cada individuo de la pareja. Observaciones previas habian
mostrado que los individuos de ambas formas construian sus cuevas contra las paredes de vidrio,
permitiendo su observacion dentro de las cuevas. Cada experiencia se inicid levantando la barrera y
finalizd luego de la cépula, o transcurrida una hora desde su inicio.

Las experiencias se realizaron entre el 20 de enero y el 29 de abril de 2005, y entre el 6 de
febrero y el 10 de marzo del 2006. Todas fueron iniciadas luego de las 18 hs, horario de mayor actividad
de estos individuos en el campo (Costa 1995), realizando observacion directa bajo luz roja. La
temperatura media durante las experiencias de la forma pequefa fue de 25.11 £ 1.28 ° C (rango: 22-27)

° C vy durante las experiencias de la forma grande fue de 23.96 £ 2.03 ° C (rango: 21-28 ). En todos los
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casos, se registro la hora de la experiencia, temperatura, presencia y dimensiones de la cueva (diametro
y largo) de cada individuo. Se registraron en detalle los comportamientos de los individuos durante el
cortejo, la copula y posteriormente a la copula, y se describieron las unidades de comportamiento en cada
caso. En casos en los cuales los comportamientos fueron muy rapidos (por ejemplo, entrada a la cueva),
se registré la ocurrencia de los sucesos pero no su duracién. El nimero de eyaculaciones por cada
insercion se registro indirectamente, por la ereccion de las espinas de las patas de los machos. Para un
analisis mas exhaustivo, se registraron 4 experiencias de cortejo y copula de cada forma con
videocamara (Panasonic S-VHS, NV-M9500EN).

Especimenes representativos criados en el laboratorio y capturados a campo fueron depositados
en la coleccion aracnoldgica de la Seccién Entomologia, Departamento de Biologia Animal, Facultad de

Ciencias, Montevideo.

Analisis estadisticos

Los resultados fueron analizados con el programa Past Palaeontological Statistics version 1.18 (Hammer
et al. 2003), y el programa Statistica version 6.0. Se estimé normalidad de los valores y distribucion
homogénea de varianzas mediante los tests de Shapiro-Wilk y de Levene, respectivamente. Ante
normalidad y homogeneidad de varianzas, se aplico el test de t de Student (test paramérico). En caso
contrario, se aplico el test de la U de Mann-Whitney. Para comparar frecuencias, se utilizaron los tests de
probabilidad exacta de Fisher y Chi cuadrado para dos muestras independientes, de acuerdo a si el
numero de datos fuera menor o mayor de 15, respectivamente. Todos los tests utilizados fueron de dos
colas. Se investigod correlacion lineal entre variables y se aplicd ANCOVA para investigar dimorfismo
sexual de largo de queliceros. Se hall6 el indice de dimorfismo sexual para cada forma de acuerdo a
Hormiga et al. (2000).
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RESULTADOS

Dimorfismo sexual

Las medias de la largo y ancho de cefalotérax de hembras y machos, se resumen en la Tabla 2.1 y los
resultados de las comparaciones se encuentran en las Figuras 2.1 y 2.2 . Los machos presentaron un
tamafio significativamente mayor de largo y de ancho de cefalotérax que el de las hembras. Las

comparaciones de los tamafios entre formas se trataran en el Capitulo 3.

Tabla 2.1. Medidas de largo y ancho de cefalotérax para hembras y machos de la forma pequefia y grande. Los
resultados se muestran como media con su correspondiente desvio estandar y rango.

Hembras pequefias (n = 84)
Machos pequefios (n = 45)

Hembras grandes (n = 52)
Machos grandes (n = 52)

largo de cefalotérax (mm)

ancho de cefalotérax (mm)

3.82+0.39 (3.0 - 4.5)
445+ 049 (34-6.7)

5.58+ 0.39 (4.7- 7.0)
6.90+ 0.53 (5.5 - 9)

2.95+ 0.28 (2.4 - 3.8)
3.16+ 0.46 (2.6 - 4.8)

4,65+ 0.49 (3.7 - 6.5)
5.66+ 0.52 (4.5- 8.2)
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P < 0.0001
9 -
81 U=654.5 /_H T
€ 71 P <0.0001 J_
£
50 FJ\_\ I
o
g5 T
T
540 T |
o L
o 31
=
< 2
1 i
0
Hembras P Machos P Hembras G Machos G

Figura 2.1. Comparacién entre largo de cefalotorax de individuos de ambos sexos, para la forma pequefia (P) y
grande (G). Los resultados se muestran en milimetros, como media con su correspondiente desvio estandar. Las
comparaciones se indican con una llave (test de la U de Mann Whitney).
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Figura 2.2. Comparacion entre ancho de cefalotérax de individuos de ambos sexos, para la forma pequefia (P) y
grande (G). Las comparaciones se indican con una llave (test de la U de Mann Whitney).

Las medidas de largo de queliceros para hembras y machos de cada forma se muestran en la
Tabla 2.2. El tamafio de los queliceros se correlaciond directamente con el ancho de cefalotérax, tanto en
hembras (R = 0.52, F = 19.29, P < 0.0001) como en machos (R = 0.84, F = 74.71, P < 0.0001) de la forma
pequefia, asi como en hembras (R = 0.63, F = 23.55, P < 0.0001) y en machos (R = 0.65, F = 31.54, P <
0.0001) de la forma grande. El test ANCOVA utilizando valores de largo de queliceros y ancho de
cefalotérax como covariables y el sexo como factor, mostr6 diferencias significativas en la forma pequefia
(F1e4 = 51.46, P < 0.0001) y en la grande (F1.8 = 19.145, P < 0.0001), siendo los queliceros mayores en

los machos.

Se calculé el indice de dimorfismo sexual para cada forma siguiendo a Hormiga et al. (2000),
(cociente entre el ancho medio del cefalotorax de las hembras sobre el de los machos), obteniéndose 0.9

para la forma chica y 0.8 para la forma grande.
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Tabla 2.2. Medidas de largo de queliceros para hembras y machos de la forma pequefia y grande. Los resultados se
muestran como media con su correspondiente desvio estandar y rango.

Largo queliceros (mm)
Hembras pequefias (n=55) 1.97 £0.28 (1.3 - 2.6)
Machos pequefios (n= 32) 2.77£0.54 (1.9-4.3)

Hembras grandes (n=38) 3171041 (25-4.4)
Machos grandes (n= 45) 451+ 0.66 (3.0 - 6.0)

Comportamiento constructor y experiencias de cortejo

Al comparar la construccion de cuevas por hembras y machos después de ser ubicados en las
cajas, se encontré que los machos cavan sus cuevas con mayor frecuencia que las hembras, en ambas
formas (comparaciones en Fig. 2.3). Las frecuencias de construccién de cuevas no fueron diferentes
entre hembras pequefias y grandes (X2 = 0.09, P = 0.76), pero entre machos fueron idénticas. La
temperatura durante las experiencias no presenté diferencias significativas entre los grupos (U = 182.5,
N1 =N2=23,P=0.07).

X2=11.19 X2 =9.68
P =0.0008 P=0.002
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Fig. 2.3. Frecuencia de construccion de cuevas para hembras y machos de cada forma. Los resultados de las
comparaciones entre hembras y machos de cada forma figuran con el valor de X2y la probabilidad correspondiente.
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Se compard el largo y ancho de las bocas de la cuevas de hembras y machos de cada forma, y
el largo y ancho de cefalotérax de todos los individuos que participaron de las experiencias. Las medias
se presentan en la Tabla 2.3 y los resultados de las comparaciones entre los grupos se presentan en la
Figura 2.4. Las cuevas de las hembras presentaron menor longitud y menor ancho que las de los machos
en la forma pequefia. En la forma grande, las cuevas de las hembras presentaron menor longitud pero
anchos indiferenciables estadisticamente a las de los machos (Fig. 2.4). No se observaron diferencias en
la longitud de las cuevas de hembras de formas distintas (U = 94, N1 = 14 N, = 15, P = 0.65); en cambio,
los machos de la forma grande construyeron cuevas mas largas que los machos pequefios (ts = 2.72, P =
0.01). El ancho de las cuevas de la forma pequefia fue menor al de las cuevas de la forma grande,
presentando valores significativamente diferentes tanto para hembras (U = 24.5, Ny = 14 N, = 15, P <
0.0001) como para machos (U =94, N1 = N, = 23, P = 0. 0004).

Tabla 2.3. Medidas de largo y ancho de cuevas, y de largo y ancho de cefalotérax para hembras y machos de la
forma pequefia (P) y grande (G) que participaron de las experiencias. Los resultados se muestran como media con
su correspondiente desvio estandar y rango. Se midieron 14 cuevas de hembras pequefias y 15 cuevas de las
grandes; los restantes datos corresponden a 23 medidas.

Largo cuevas (cm) Ancho cueva (cm)  largo cefalotérax (mm) ancho cefalotérax (mm)

Hembras P 3.76+225(1.0-85) 0.67 £0.10 (0.50.8) 3.84+0.37 (3.04.4) 2.96+0.27 (2.0-3.6)
MachosP  843+161(5.0-113) 077+0.15 (05-1) 4.49+048 (4055 3.21+045 (2.2-4.3)

Hembras G 3.93+2.00 (15-9.0) 0.85+0.11 (0.7-1.0) 5.68+040 (50-63) 4.770.50 (3.9-5.4)
Machos G 9.89 + 1.99 (135-5.0) 0.93%0.13 (0.7-1.2) 7.03+053 (6.0-8.0) 5.72%0.56 (5.1-7.3)
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Fig. 2.4. Comparacion del largo y ancho de las cuevas de hembras y machos para cada forma, presentados como
media y desvio estandar. Las comparaciones se realizaron con el test de la U de Mann Whitney.
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Los machos de la forma pequefia presentaron mayor largo de cefalotorax (ta = 5.07, P < 0.0001)
y mayor ancho de cefalotorax (U = 162.5, Ny = N, = 23, P = 0.02) que las hembras. Asimismo, en la forma
grande los machos presentaron mayor tamafio que las hembras, tanto en el largo (ts = 9.74, P < 0.0001)
como en el ancho del cefalotorax (44 = 6.06, P < 0.0001). Las hembras grandes presentaron mayor largo
de cefalotorax (U = 0, Ny = N, = 23, P < 0.0001) y mayor ancho de cefalotorax (U = 0, Ny = Np =23, P <
0.0001) que las pequefias. Los machos grandes presentaron mayor largo de cefalotérax (U =0, Ny =Nz =
23, P <0.0001) y mayor ancho de cefalotérax (U = 0, N1 = N, = 23, P < 0.0001) que los pequefios.

Se analiz6 una posible correlacion entre el largo de la cueva y el tamafio de los individuos. En los
machos de la forma pequefia, no existio correlacion significativa entre el largo de la cueva y el largo del
cefalotérax (R = 0.048, F = 0.048, P = 0.829), ni tampoco con el ancho de cefalotérax (R = 0.123, F =
0.323, P = 0.576). En las hembras, tampoco se encontré correlacion entre las cuevas y el largo
cefalotérax (R = 0.338, F = 2.72, P = 0.114), o con el ancho de cefalotérax (R = 0.263, F = 1.563, P =
0.225). En la forma grande, no se encontrd correlacion entre el tamafio de los individuos y el largo de la
cueva ni en los machos (largo cefalotérax: R = 0.008, F = 0.0013, P = 0.972; ancho cefalotérax: R =
0.126, F = 0.338, P = 0.567 ) ni en las hembras (largo cefalotorax: R = 0.053, F = 0.059, P = 0.809; ancho
cefalotérax: R = 0.174, F = 0.653, P = 0.428).

En la Figura 2.5 se resumen las frecuencias de salida de la cueva de cada forma y sexo y los
resultados de las comparaciones estadisticas entre los grupos (test de probabilidad exacta de Fisher),
descartando aquellas hembras que no construyeron cueva. Las hembras fueron el sexo mévil en ambas
formas, saliendo de sus cuevas con mayor frecuencia que los machos. Sélo dos machos de la forma
grande salieron de sus cuevas, tomaron agua y volvieron inmediatamente a sus cuevas. No se
encontraron diferencias en las frecuencias de salida de las cuevas entre hembras de formas distintas (test
de Fisher, P =0.259), ni entre los machos (Fisher, P = 0.244).
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Fig. 2.5. Frecuencias de salida de hembras y machos desde sus cuevas, en experiencias dentro de la forma
pequefia (PP) o dentro de la forma grande (GG). Para las comparaciones estadisticas entre hembras y machos se
utilizé el test de probabilidad exacta de Fisher.
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En 13 de 14 casos, las hembras de la forma pequefia tenian las bocas de sus cuevas abiertas al
comenzar la experiencia, mientras que en la forma grande 9 de 15 hembras presentaban las bocas de
sus cuevas abiertas al inicio de la experiencia. Los machos presentaron la boca de sus cuevas abiertas
en 17 de 23 casos en la forma pequefia y en 14 de 23 casos en la forma grande. No existieron diferencias
significativas de frecuencias de bocas de cuevas abiertas entre hembras y machos de la forma pequefia
(Fisher, P = 0.161), o de la forma grande (Fisher, P = 0.610). Las hembras de la forma pequefia
mostraron mayor frecuencia (en el limite de significacién) de cuevas abiertas respecto a las hembras de
la forma grande (Fisher, P = 0.049), mientras que los machos de ambas formas no presentaron
diferencias entre si al respecto (X2 = 0.89, P = 0.345).

Las hembras se aproximaron a las cuevas de los machos con mayor frecuencia que en la
situacién inversa, en ambas formas (Figura 2.6). Las hembras de ambas formas se acercaron y asomaron
en las cuevas de los machos, e inclusive abrieron cuevas obturadas (5 casos), tanto en la forma pequefia
como en la grande. En ningln caso los machos salieron de sus cuevas para acercarse a las cuevas de
las hembras. No se encontraron diferencias significativas entre las frecuencias de acercamiento de las
hembras de ambas formas a la cueva de los machos (X412 = 1.10, P = 0.295). Las hembras de la forma
pequefia tardaron 6.1 £ 4.6 min (rango: 0.9-14.5) en detectar la cueva del macho y las hembras grandes
demoraron 10.2 £ 9.9 min (rango: 0.3 -26.6). No se encontraron diferencias significativas entre los
tiempos de deteccion de cuevas de machos entre hembras pequefias y grandes (U = 186.5, Ny = 22 N, =
20, P =0.406).
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Fig. 2.6. Frecuencias de acercamiento hacia la cueva del individuo del otro sexo, para hembras y machos de la
forma pequefia (PP) y de la grande (GG). Las comparaciones se indican con una llave (test de probabilidad exacta
de Fisher).

Se considerd como inicio del cortejo: 1) cuando la hembra se asom¢ hacia adentro de la cueva
del macho y realizé sacudidas con las patas | y Il; 2) cuando el macho comenzé a realizar sacudidas

corporales desde su cueva. Las hembras iniciaron el cortejo con mayor frecuencia que los machos
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(Figura 2.7), tanto en la forma pequefia como en la grande, pero sin mostrar diferencias entre las formas
(X42=1.58, P =0.209).

X2=23.68
P <0.0001
X2=8.53 O Hembras
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Fig. 2.7. Frecuencias de inicio de cortejo por sexo en las experiencias de la forma pequefia (PP) y grande (GG). Las
comparaciones entre hembras y machos de cada forma se indican con una llave (Chi cuadrado).

El cortejo mostré patrén general y unidades comportamentales similares entre ambas formas,

que se resumen en la Figura 2.8.
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Q se asoma enla
cueva del macho

1) @ sacude patas | y 2) & sube hacia
|::> Il asomada - la boca de la

cueva

5) @y & tocan _ 4) _ 3) & sacude
patas |y Il ingresa cuerpo

alacueva
R 8) Cambio d
haC|a el ambio de
fondo de ‘ 7) ¥ sigue a 3‘ lugar. € queda
la cueva abajo y & arriba.

Figura 2.8. Diagrama del comportamiento de ambos sexos durante el cortejo. Las flechas en blanco representan el
inicio y fin del cortejo. Cuando el macho inicié el cortejo (7 casos), la unidad 3 se intercalé antes de la unidad 1 del
diagrama.
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El cortejo usualmente se inicia con la hembra asomada en la boca de la cueva del macho,
sacudiendo sus patas | y Il en forma alternada hacia el fondo de la cueva (unidad 1); en ocasiones la
hembra suma vibracién del abdomen hacia arriba y abajo. En la unidad 2, el macho sube hacia la boca
de su cueva y se acerca a la hembra . Durante la unidad 3, el macho sacude su cuerpo hacia arriba-
abajo, enfrentado a la hembra. La duracién de esta unidad se midié hasta el ingreso de la hembra en la
cueva (unidad 4), aunque el macho continué realizando sacudidas corporales. Durante la unidad 5, la
hembra se acerca hacia el macho y ambos realizan toqueteos con las patas | y Il y enfrentados, entrando
y saliendo de contacto sucesivas veces. El macho retrocede y desciende hacia el fondo de su cueva,
siempre enfrentado a la hembra, realizando esporadicamente sacudidas de cuerpo (unidad 6). La hembra
finalmente sigue al macho y baja hacia el fondo de la cueva (unidad 7). Durante esta unidad la hembra
desciende y realiza sacudidas esporadicas de sus patas | y II, intercaladas con vibracién del abdomen
hacia arriba y abajo. Por ultimo, en la unidad 8 el macho intercambia su ubicacién con la hembra,
desplazandose ya sea por debajo o por encima de ella, quedando entonces el macho arriba y la hembra
abajo en la cueva, y enfrentados nuevamente al girar ambos. El macho luego intenta la monta. La
duracién de la unidad 8 se calculd desde el cambio de posiciones hasta la monta (si existid). La
frecuencia de aparicion de cada unidad se representan en la Figura 2.9, para las experiencias de la forma
pequefia y de la forma grande. No se encontraron diferencias significativas de frecuencias entre ambas
formas, en ninguna unidad: en la unidad 1 (frecuencias iguales), unidades 2 6 3 (X:2=0.14, P = 0.710,
para ambas), unidad 4 (X42=0.89, P = 0.345), unidad 5 (X2= 0.84, P = 0.359), unidad 6 (X42=0.81, P =
0.369), unidad 7 (X42=0.35, P = 0.552) o unidad 8 (X42= 0.35, P = 0.555).

mGG

Frecuencia de aparicion de las unidades de cortejc
-—
o
L

Fig. 2.9. Frecuencia de aparicion de cada unidad de cortejo, para la forma pequefia (PP) y grande (GG). Los
numeros se corresponden con las unidades de comportamiento de la Figura 2.8.
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Las duraciones de las unidades 1, 3, 5 y 8 para la forma pequefa y grande, se resumen en la
Tabla 2.4. Como se explico en Materiales y Métodos, las otras duraciones fueron muy breves y no fueron
registradas. No se encontraron diferencias entre las formas ni en la duracion de la unidad 1(U = 120.5, N,
= Np=19, P = 0.33), ni en la duracion de la unidad 5 (U = 85.5, Ny = 16 No= 13, P = 0.59). En la unidad 3,
la forma pequefa present6 una duracién menor (U = 71, Ny = 19 No= 18, P = 0.04), y en la unidad 8 una

duracién mayor (U =18, Ny =11 No= 10, P = 0.02) respecto a la forma grande.

Tabla 2.4. Duracion de las unidades (en minutos) del cortejo 1, 3, 5y 8 para las experiencias de la forma pequefia
(PP) y de la forma grande (GG), en minutos. Los nimeros corresponden a las unidades de comportamiento del
diagrama de la Figura 2.8. Los resultados se presentan como media, desvio estandar, rango y n.

Unidad 1 Unidad 3 Unidad 5 Unidad 8

P-P 09+05(0.3-20),n=19 6.8+128(0.2-524),n=19 14+£12(05-44),n=16 24+15(0.7-2.9),n =11

GG 1.0£1.3(0.24.3),n=19 9.3+7.7(0.8-29.8),n=18 15+1.0(053.4),n=13 14+2.2(047.7),n=10

Las frecuencias de cortejo entre ambas formas fueron similares (4 casos sin cortejo en cada
forma). Se analiz6 también en ambas formas si luego de que la hembra inicia el cortejo, el macho
responde cortejando. Los machos respondieron al cortejo de las hembras en todos los casos (17 de 17 en
la forma pequefia, 14 de 14 en la grande). No se encontraron diferencias entre estas respuestas entre la
forma pequefia y grande (Fisher, P = 0.60).

Se compard la duracién del cortejo entre ambas formas en aquellas experiencias que culminaron
con monta. En estos casos, la duracién de cortejo en la forma pequefia fue 19.61 £ 15.43 min (rango: 6.2-
53.3), y en la forma grande 13.91+ 11.22 min (rango: 2.3- 3.4). No se encontraron diferencias
significativas entre los dos grupos (U =41, Ny =11, No= 10, P = 0.34). Se analizé la posible correlacion
entre el largo de las cuevas y la duracién de cortejo para ambas formas, no encontrandose una relacién
significativa en la forma pequefa (R = 0.103, F = 0.096, P = 0.764), pero si en la forma grande (R =
0.413, F =5.627, P = 0.04).

En la forma pequefia, en dos casos existid el cruce macho-hembra (unidad 8) y no hubo cépula;
en uno de ellos existi6 monta con desmonta, sin insercién de palpos. En la forma grande, solamente en
un caso hubo cruce sin copula. El intercambio de posiciones (cruce) mostré ser un buen indicador de
copula: las parejas que se cruzaron mostraron frecuencias de copula superiores respecto al azar, tanto

para la forma pequefia (Fisher, P < 0.0001) como para la grande (Fisher, P < 0.0001).
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Coépula

Se obtuvieron 11 cdpulas en la forma pequefia y 10 copulas en la forma grande, no
encontrandose diferencias significativas en éxito de cdpula entre las dos formas (X2 = 0.09, P = 0.76).
La copula en todos los casos tuvo lugar dentro de la cueva del macho y se describié por medio de cinco
unidades comportamentales (Fig. 2.10). La primera unidad es la monta del macho sobre del dorso de la
hembra, en sentidos opuestos. La unidad 2 se define por la insercién del 6rgano palpar masculino,
realizando multiples eyaculaciones manteniendo el 6rgano insertado. La unidad 3 es el cambio de lado
del macho: el macho gira sobre el dorso de la hembra y se reubica para insertar con el otro 6rgano
palpar. Las unidades 2 y 3 se suceden varias veces hasta la desmonta (unidad 4). Durante la desmonta
el macho retrocede y se ubica frontal a la hembra, dentro de la cueva. La unidad 5 comprende el aseo de
ambos palpos del macho desmontado, llevandolos a la boca y realizando movimientos del tipo
masticatorio. Mientras el macho realiza esta unidad, la hembra se acerca al macho y agita su primer y
segundo par de patas, hacia arriba y hacia abajo, acompafadas por vibraciones de su abdomen. Luego
de esta unidad, se repite la secuencia de unidades 1, 2, 3, 4 y 5 un nimero variable de veces (ver el
numero de montas durante la copula en la Tabla 2.5), hasta la desmonta y aseo final. Inmediatamente
luego de la Ultima desmonta, el macho retrocede y sale de la cueva. Entonces, procede al tapado de la
boca de la cueva, liberando seda, transportando seda utilizando los queliceros, y arrastrando arena con
las patas | y Il hasta ocluir totalmente la cueva. La hembra permanece en el interior, y colabora para tapar

la boca de la cueva y las paredes internas con seda.

38



Cap. 2: Comportamiento Sexual e Inversion de Roles Sexuales

inicio

2) & inserta un n

‘ palpo y hace 3) Cambio de
reiteradas lado
eyaculaciones con U

el palpo insertado

5) Aseo & 0D t
Q avanza hacia J - ) Desmonta

sacudiendo patas | %l
yll

Jd salede s
cueva

y comienza a
taparla

Q colabora

Figura 2.10. Diagrama de flujo mostrando la secuencia de unidades de comportamiento de ambos sexos durante la
copula. Las flechas en blanco representan el inicio y fin del cortejo, las flechas en negro indican las secuencias
repetidas.
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En la Tabla 2.5 se resumen los valores medios de las caracteristicas copulatorias analizadas. No
se encontraron diferencias en la duracién de la copula entre ambas formas (U = 34.0, Ny =11 N, =10, P
= 0.15), ni tampoco en el nimero de montas durante la cépula (U = 54.0 , Ny =11 N, =10, P = 0.97).
Tampoco se encontraron diferencias significativas en el nimero de inserciones totales (U =43.0, N =11
N2 =10, P = 0.42), nimero de eyaculaciones totales (U =40.5, N =11 N, =10, P = 0.32), duracioén total
del periodo de aseo (U =43.0, N1 =11 N2 =10, P =0.42), frecuencia de insercion (U =28.0, Ny=11 N,
=10, P = 0.06), frecuencia de eyaculacion (tig = 1.11, P = 0.28), 0 numero de eyaculaciones por insercién

(t9 = 1.54, P = 0.14), entre las copulas de ambas formas.

Tabla 2.5. Caracteristicas de las copulas obtenidas para ambas formas (pequefia, PP, y grande, GG). Los
resultados se muestran como media con su desvio estandar y rango correspondiente.

PP GG

Duracion de copula (min) 21.1+59(1.7-31.1) 33.6 £16.9 (15.0- 62.4)
N° de montas 76+1.7(6.0-11.0) 89+44(50-17.0)
N° de inserciones 11.0 £ 2.6 (7.0-17) 11.20 £ 6.1 (4.0- 22.0)
N° de eyaculaciones 52.1+ 13.9(25.0- 70.0) 66.4 + 26.6 (28.0- 99.0)
Duracién total del aseo (min) 89+3.1(4.2-144) 14.9+12.8 (1.2- 30.8)
Frecuencia de insercién (ins/min) 1.0+0.5(0.6-2.3) 0.7£0.3(0.2-1.2)
Frecuencia de eyaculacién (ey/min) 49+20(2.3-8.3) 40+20(2.1-9.0)
NUmero de eyaculaciones/insercion 50+£2.1(2.8-7.8) 6.5+2.4(3.9-10.6)

La duracion del tapado de la cueva fue de 16.9 + 8.7 min (rango: 4.2-28.8) en la forma pequefa
y 7.1 £ 47 min (rango: 2.0-15.8) en la forma grande, siendo significativamente menor en la forma
pequefa (U =21.0, Ny =11 N2 =10, P =0.02).

Se investigd la influencia de distintas variables sobre la duracién de la copula y la duracion del
tapado en ambas formas. No se encontr correlacion entre la duracion de cortejo y duracion de cépula ni
en la forma pequefia (R =0.293, F = 0.845, P = 0.381 ), ni en la grande (R = - 0.113, F = 0.104, P =
0.755). Se investigd la posible influencia del largo de la cueva del macho y del tamafio de machos y
hembras sobre la duracién de la copula. No se encontro relacion significativa con el largo de la cueva de
los machos (pequefios: R = - 0.231, F = 0.509, P = 0.493; grandes: R = 0.122, F = 0.121, P = 0.737),
largo de cefalotérax de los machos (pequefios: R = - 0.169, F = 0.267, P = 0.618; grandes: R = - 0.493, F
= 2.572, P = 0.147) o con el ancho de cefalotérax de los machos (pequefios: R = 0.189, F = 0.333, P =
0.578; grandes: R = - 0.350, F = 1.115, P = 0.322). Se encontré correlacién significativa inversa entre el
tamafio y la duracion de la cdpula de las hembras pequefas, tanto con el largo de cefalotérax (R = -
0.759, F = 12.237, P = 0.007) como con el ancho (R =-0.727, F = 10.072, P = 0.011); no encontrandose

correlacion significativa para las hembras grandes, ni con el largo del cefalotorax (R = 0.410, F = 1.616, P
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= 0.239) ni el ancho (R = - 0.546, F = 3.390, P = 0.103). Adicionalmente, y teniendo en cuenta los
resultado anteriormente citados, en la forma pequefia se analizd si la correlacion entre tamafio y duracién
de la copula se debia al tiempo de monta real, descartando el tiempo de aseo intermedio. Se encontrd
nuevamente una correlacion significativa con el largo de cefalotérax (R = - 0.609, F = 5.313, P = 0.047) y
con el ancho (R =-0.815, F = 17.883, P = 0.002). Los valores de las correlaciones ensayadas entre el
numero de inserciones, el nimero de eyaculaciones, y la duracion de la copula con respecto al tiempo de
tapado de la boca de la cueva, se muestran en la Tabla 2.6. No se encontré correlacion significativa en

ninguno de los casos.

Tabla 2.6. Correlaciones entre el numero de inserciones, niumero de eyaculaciones y duracién de la copula, con
respecto al tiempo de tapado de la cueva del macho. Cada resultado figura con su coeficiente R, coeficiente F y
probabilidad correspondiente.

Duracién del tapado
Numero de inserciones P-P R=-0.242; F =0.558; P =0.474
NUmero de eyaculaciones P-P R=0.294; F =0.852; P = 0.380
Duracién de la cépula P-P R=0.129; F=0.153; P=0.704
NUmero de inserciones G-G R=-0.348; F = 1.106; P = 0.324
NUmero de eyaculaciones G-G R=-0.342; F =1.058; P = 0.334
Duracién de la cdpula G-G R=0.093; F=0.07,P=0.797

Se investigaron posibles causas que determinaran la existencia 0 no de la copula. Se
compararon largo y ancho de las cuevas, largo y ancho de cefalotérax de los machos y de las hembras,
en los casos en que hubo y no hubo copula, para cada forma. Los resultados se resumen en las Figuras
211y 2.12. La cuevas de los machos que copularon fueron mas largas que las de los que no copularon,
tanto en los pequefios como en los grandes. En el resto de los casos, no hubo diferencias significativas
entre las cuevas de los que copularon y los que no copularon. El tamafio de machos y hembras, no fue
significativamente distinto en las experiencias que resultaron en cépula y en las que no, tanto en la forma

pequefia como en la grande.
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Figura 2.11. Comparacion entre el tamafio de las cuevas de machos y hembras de cada forma, en experiencias en
las que hubo cdpula y no hubo copula. Las primeras cuatro comparaciones corresponden al largo de las cuevas y
las Ultimas cuatro, al ancho de las cuevas. Los resultados de las comparaciones se presentan con el coeficiente U o
t, y su probabilidad correspondiente.
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Figura 2.12. Comparacién entre el tamafio de machos y hembras de cada forma, en experiencias en las que hubo
copula y no hubo cépula. Las primeras cuatro comparaciones corresponden al largo de cefalotorax y las Gltimas
cuatro, al ancho. Los resultados de las comparaciones se presentan con el coeficiente U o t, y su probabilidad
correspondiente.
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Se compar6 la frecuencia bocas abiertas en las cuevas de hembras y machos, entre las
experiencias en las que hubo y no hubo cépula, para ambas formas. Las frecuencias se resumen en la
Figura 2.13. No se encontraron frecuencias de copula distintas cuando las cuevas estan abiertas, tanto
en las hembras pequefias (X2 = 1.45, P = 0.23) como en las grandes (Fisher, P = 0.51). Los machos no
copularon con frecuencia diferente cuando las bocas de sus cuevas estan abiertas, ni en la forma
pequefia (X2 = 0.68, P = 0.41) ni en la forma grande (Fisher, P = 0.36). Finalmente, se comparé la
frecuencia de copula entre hembras que habian construido y no habian construido cueva. Se encontro
que las hembras que no construyeron cueva, copularon con mayor frecuencia que las que si lo hicieron,

tanto en la forma pequefia como en la grande (Figura 2.14).

[ No copuld
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Ndmero de bocas de cueva abiertas
—-—
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Hembras Machos Hembras Machos
pequefias pequefios grandes grandes

Figura 2.13. Numero de cuevas abiertas de cada forma y sexo, para experiencias con y sin cépula.
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Figura 2.14. Frecuencia de cdpula en hembras que construyeron o no construyeron cuevas. Los resultados de las
comparaciones se expresan con su probabilidad correspondiente (test de Fisher).
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DISCUSION

Las hembras de ambas formas presentaron un menor tamafio con respecto a los machos, un
hecho considerado excepcional en arafias (Vollrath & Parker 1992; Coddington et al. 1997; Hormiga et
al. 2000; Moya-Larafio et al. 2002). De acuerdo al indice de dimorfismo utilizado, no se puede considerar
dimorfismo sexual extremo. Los escasos reportes de machos de mayor tamafio en arafias, han sido
discutidos en base a la competencia intrasexual por el acceso a hembras o territorios (Lang 2001), o
como consecuencia de diferentes presiones adaptativas a la vida locomotora en cada sexo (Schutz &
Taborsky 2005). EI menor tamafio en machos de arafias ha sido a menudo explicado en base a su mayor
movilidad (Vollrath & Parker 1992; Foelix 1996), o ventajas para acceder a la hembra siendo pequefio y/ o
liviano (Moya-Larafio et al. 2002).

En ambas formas de Allocosa, las hembras fueron el sexo mévil. El dimorfismo sexual podria
estar determinado por la adaptacion de las hembras a ser el sexo caminador. En sistemas en los cuales
las estrategias sexuales convencionales estan invertidas, la mayor movilidad durante la busqueda de
pareja expondria a las hembras a un mayor riesgo de predacion (Gwynne & Bussiére 2002). Un posible
mecanismo de evasién de predacion podria ser tener un tamafio final menor, que les permita a las
hembras pasar desapercibidas, sin limitar su movilizacién. Sin embargo, la mayor variacién en tamafio de
los machos sugiere que éste seria el sexo que vari6 su tamafo. Por otra parte, el mayor tamafio de los
machos podria estar relacionado con su capacidad constructora. En especies con inversiéon de roles
sexuales, se ha detectado que el tamarfio seria una sefial honesta de la condicién del macho, reflejando
su posible futura inversion en regalos nupciales o recursos (Karlsson et al. 1997). Si bien no se encontrd
relacion entre el tamafio de los machos y el largo de las cuevas, quiza el plazo establecido para la
construccién (48 horas) fue muy breve para evidenciar esta tendencia. Por otra parte, el dimorfismo
sexual encontrado en el tamafio de los queliceros podria estar reflejando su mayor utilizacion durante los
procesos de construccion de las cuevas, 0 su condicién de caracteres sexuales secundarios utilizados
durante competencias macho-macho.

Los resultados indican que hembras y machos tienen estrategias distintas con respecto a la
construccion de cuevas. Las hembras construyen cuevas con menor frecuencia y son mas cortas que las
de los machos. Las hembras de la forma pequefa presentaron un tamafio de didametro de la boca de la
cueva menor con respecto al de los machos, lo que posiblemente se explique por su menor tamafio
corporal. Adicionalmente, las hembras sin cueva copularon con mayor frecuencia, lo que sugiere una
tendencia en hembras virgenes a adaptarse a una vida més errante durante su periodo de bisqueda de
potenciales parejas reproductoras.

Las hembras se acercaron a las cuevas de los machos e iniciaron el cortejo en la amplia mayoria
de los casos, para ambas formas de Allocosa. El cortejo de ambas formas de Allocosa involucrd sefiales
que implicarian comunicacién acustica y sismica principalmente, como ocurre en otras arafias nocturnas

que habitan en cuevas (Costa & Pérez-Miles 2002; Quirici & Costa 2005). La arena ha demostrado ser un
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sustrato eficiente para la transmision de sefiales sismicas en artropodos (Brownell & Van Hemmen 2001;
Henschel 2002). Las sacudidas que realiza el macho durante el cortejo mostraron ser registrables por
gedfono (observaciones no publicadas), sugiriendo la transmisién sismica de las sefales, sin descartar la
transmision simultanea de sefiales acUsticas como ocurre en otras especies de licosidos (Uetz & Stratton
1982). Estas sefiales podrian estar involucradas no solamente en el reconocimiento hembra-macho, sino
también en la estimacion de la pareja y aislamiento reproductor entre ambas formas, como ocurre en
otras arafias de la misma familia (Elias et al. 2006).

Las hembras demostraron ser exitosas en la deteccion de cuevas de machos, aun antes de que
éstos exhibieran comportamiento alguno que sugiera la trasmisién de sefiales que ayuden a la hembra en
la localizacion de cuevas. Por lo tanto, se sugiere la existencia de sefiales quimicas asociadas a la seda
de la boca de la cueva del macho, que colaborarian en la deteccion de las mismas por las hembras. La
localizacion de individuos del otro sexo por sefiales quimicas liberadas por las hembras, ha sido
ampliamente reportada en arafas lobo (Tietjen & Rovner 1982; Costa & Capocasale 1984; Roberts &
Uetz 2004; Schulz 2004). Adicionalmente, las hembras podrian ser capaces de detectar no
exclusivamente las sefiales quimicas emitidas por los machos, sino también caracteristicas de la seda,
como su estructura (Tietjen & Rovner 1980). La duracion del cortejo fue muy variable para ambas formas.
En la forma grande se encontrd una correlacién positiva entre el largo de la cueva y la duracién del
cortejo, que podria estar explicada por el mayor tiempo transcurrido en los movimientos de los individuos
dentro de la cueva y sus interacciones.

Las hembras mostraron ser selectivas en lo que respecta a la longitud de las cuevas de los
machos, prefiriendo copular con los machos poseedores de las cuevas de mayor longitud. En animales
nocturnos que copulan dentro de cuevas, mas que las sefiales visuales, el largo de las cuevas podria
resultar un buen estimador del tamafio y la habilidad constructora del macho. Las cuevas mas largas
posiblemente provean a los individuos de ambas formas de un medio hidro y termoestable, hecho
reportado para cuevas de ambas formas de Allocosa (Sim6 et al. 2005). Al mismo tiempo, cuevas mas
largas les brinden a los individuos mayor proteccion contra ataques de predadores, por ejemplo otras
arafias. La evasién de predacién intragremio por medio de estrategias comportamentales ha sido
reportada para arafias lobo (Persons et al. 2001; Lehmann et al. 2004). La eleccién por parte de las
hembras estaria indicando que se trataria de una inversidén parcial de los roles sexuales (Andersson
1994), ya que las hembras se mantendrian como sexo selectivo. No hubo evidencias de seleccion por
parte de los machos, aunque tampoco se descarta. Los machos podrian seleccionar hembras de acuerdo
a su status reproductivo, situacion que no fue evaluada en el presente estudio. Observaciones
ocasionales de la autora mostraron dos casos en los cuales los machos rechazaron hembras de su
misma forma, expulsando a las hembras de sus cuevas e inclusive cerrando las bocas con seda. Este
punto requiere de un analisis mas exhaustivo en el futuro.

La cdpula no presenté diferencias significativas entre ambas formas, siendo sumamente variable

en lo que respecta a duracién, nimero de inserciones y nimero de eyaculaciones. El patron de insercion
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palpar, con una insercion y multiples eyaculaciones con un palpo y otro sucesivamente, ha sido reportado
para varias familias de arafias lobo y se considera el patron primitivo en Lycosidae (Costa & Sotelo 1994;
Stratton et al. 1996). La existencia de repetidas montas y desmontas durante el proceso de copula se
reporta por primera vez para arafias de esta familia, estando posibilitada por las caracteristicas del lugar
de copula -una cueva- que mantiene a los individuos protegidos de la predacion y previene el alejamiento
de la pareja. Efectivamente, durante la cépula los machos de ambas formas de Allocosa se ubican en la
seccion superior de la misma y las hembras por debajo, con la cual el patron de montar y desmontar no
implica correr riesgos de perder a la hembra, ya sea por su alejamiento 0 acercamiento de otros machos.
El nimero de montas y desmontas podria estar reflejando una mayor estimulacién y cortejo copulatorio
hacia las hembras en un contexto de eleccion criptica femenina, como ha sido descripto para otras
especies (Eberhard 1985, 1996).

Al buscar la relacion entre distintas variables y la duracién de cdpula, se encontré que el tamafio
(largo y ancho de cefalotérax) de las hembras pequefias esta correlacionado negativamente con la
duracion de la cépula. Un analisis posterior indicd que este aumento en la duracidén de cdpula también
estaba correlacionado con un mayor tiempo de insercién. El tamafio menor de las hembras podria
aparejar problemas en la insercién o un mayor nimero de inserciones fallidas. Adicionalmente, la
correlacion negativa podria estar reflejando un mayor tiempo necesario para transferir el esperma debido
al menor diametro del conducto de copulacién (Eberhard 1996). Los demas factores analizados, duracion
de cortejo y tamafio de las cuevas, no demostraron estar relacionados con la duracién de la copula en
ninguna de las dos formas.

El tapado de la boca de la cueva por parte del macho, y colaboracion femenina desde el interior
de la cueva, asegurarian a ambos un mejor camuflaje de la cueva, dificultando la deteccion de la seda de
la boca por avispas pompilidas del género Anoplius, muy frecuentes en el area durante el periodo diurno
(Costa 1995). Observaciones en el campo (Fernando G. Costa, comunicacion personal y reportes de la
autora), indican que estas avispas predarian sobre individuos de Allocosa capturados caminando en las
horas de la tarde o en sus cuevas, cuando éstas permanezcan abiertas. El comportamiento observado en
los machos de ambas formas de Allocosa, de ocluir las bocas de sus cuevas luego se la copula, con seda
y arena, desplazando la arena con las patas | y Il hasta cubrir toda la zona de la boca, colaboraria en no
dejar rastros de seda que puedan ser detectados por avispas. A su vez, para el macho seria un
mecanismo de asegurar su paternidad, evitando la deteccion de la cueva y de la hembra por parte de
otros machos que se encontraran caminando luego de una copula o que hubieran salido de sus cuevas
para alimentarse.

Se desconoce el periodo durante el cual la hembra permanece en la cueva del macho, pero la
ausencia en trampas pitfall de hembras de Allocosa cargando ooteca (Costa 1995; Costa et al., en
prensa) y observaciones a campo sugieren que las hembras serian extremadamente sedentarias durante
este periodo, posiblemente permaneciendo en la cueva del macho hasta la dispersién de la

descendencia. Por lo tanto, el macho proveeria de un recurso costoso, limitando su posterior tasa de
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apareamiento y corriendo riesgos de predacién, pero aumentando las posibilidades de supervivencia de
la hembra copulada y posiblemente de su progenie. De acuerdo con Simmons & Parker (1989), la
inversion parental se define como cualquier aumento en la supervivencia de la progenie, ya sea
invirtiendo directamente en cuidados a las crias o, indirectamente, mejorando la condicion reproductiva de
la hembras, a expensas de poder invertir en nueva progenie. Se considera que la inversion parental
dependera del grado de certeza de paternidad (Trivers 1972), y teniendo en cuenta los hechos citados, al
ceder las cuevas y taparlas, los machos de ambas formas de Allocosa aumentarian la certeza de
paternidad, por lo menos de la primer camada de las hembras.

Siguiendo a Vahed (1998), los regalos nupciales reflejan esfuerzo de cortejo y copula o
inversion paternal, siendo las dos hipétesis no excluyentes. En Allocosa, la cesion de la cueva luego de la
copula se sugiere como un extrafio caso de inversion paternal, nunca descrito para arafas (Vahed, in
litt.), y esfuerzo de cortejo y copula, ya que las hembras seleccionaron a los machos de acuerdo a su
cueva y la presencia de la cueva es imprescindible para la copula.

La mayor movilidad femenina, activa participacion de las hembras durante el cortejo y
dimorfismo sexual invertido, sumado a la cesién por parte del macho de un recurso importante como es
su propia cueva, concuerdan con la hipotesis de Inversion parcial de Roles Sexuales durante el cortejo
(Gwynne & Simmons 1990, Gwynne 1991), para ambas formas de Allocosa. La cueva entregada por el
macho luego de la cdpula a modo de regalo nupcial, podria ser un recurso valioso que le permitiria a la
hembra ya copulada mantenerse protegida de posibles ataques de la avispa, obligando al macho a cavar
una nueva cueva rapidamente luego de la copula, o quedar expuesto a la avispa. Mas aln, en estas
condiciones el macho estaria reduciendo drasticamente su potencial reproductor, limitando sus
posibilidades de volver a copular hasta la construccién de otra cueva.

Para concluir este capitulo, ambas formas de Allocosa mostraron inversion en los roles tipicos de
cortejo y dimorfismo sexual invertido, sugiriendo influencias del ambiente duro e impredecible en el que
habitan. Ambientes impredecibles, con periodos de escasez de presas y/ o recursos, han sido reportados
como generadores de ejemplos de Inversidn de roles sexuales, regalos nupciales e inversidn paternal
(Karlsson et al. 1997; Lorch 2002) y aumento de dimorfismo (Wilson 1980). A partir de los resultados del
presente estudio, se abren multiples puertas hacia futuras investigaciones sobre los determinantes de la
Inversion de Roles sexuales, el grado de inversién parental de cada sexo y el sistema de apareamiento

resultante en las especies.
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INTRODUCCION

El entrecruzamiento entre especies distintas estard impedido por los mecanismos de aislamiento
reproductivo (Mayr 1968). Numerosos estudios sobre el comportamiento reproductivo de especies
animales, han sugerido que las secuencias de comportamientos que llevan hacia la cdpula, tienen la
funcién de asegurar el entrecruzamiento intraespecifico (Uetz & Denterlein 1979; Costa & Gudynas1995).
En especies simpatridas y sincronicas, en las cuales no existe aislamiento temporal o de habitat, el
comportamiento sexual es fundamental para asegurar el reconocimiento entre individuos de una misma
especie.

Las especies aisladas reproductivamente de otras por mecanismos etolégicos durante la
reproduccién, se denominan etoespecies (Hollander et al. 1973). Teniendo en cuenta que numerosas
especies distintas han demostrado ser morfolégicamente indiferenciables (especies sinmérficas), los
estudios del comportamiento sexual se vuelven herramientas clave hacia una correcta identificacién de
las especies dentro del Reino Animal (Uetz & Denterlein 1979). En las arafas lobo, el aislamiento
etolégico entre especies gemelas ha demostrado ser un mecanismo exitoso en condiciones de laboratorio
(Hollander & Dijkstra 1974; Uetz & Dondale 1979; Uetz & Denterlein 1979; Stratton & Uetz 1981; Costa &
Capocasale 1984).

Allocosa brasiliensis es una arafia lobo nocturna adaptada a la vida en los arenales, que se
distribuye a lo largo de la costa del Rio Uruguay, Rio de la Plata, Océano Atlantico, y costas de rios y
lagunas interiores de nuestro pais (Capocasale 1990). Estudios realizados con trampas pitfall en la zona
de Marindia, Canelones, y observaciones en la misma zona en el campo, mostraron la presencia de dos
formas de adultos (pequefios y grandes), simpatridas y sincrénicas, con diferencias en su coloracion y
disefio cromatico del dorso abdominal, y distribucién espacial diferencial (Costa 1995; Costa et al., en
prensa; Simo et al. 2005). Asi surgieron dudas acerca de si se trataba de una especie polimérfica, donde
la seleccion disruptiva favoreciera tamafios extremos y castigara los tamafios intermedios, o dos especies
aisladas reproductivamente. Estudios de desarrollo criando progenie de hembras de cada forma
mostraron uniformidad dentro de cada forma y diferencias entre las formas en el niumero de mudas,
tamafio final y proporcién sexual, que apoyarian la hipdtesis de dos especies diferentes (Capitulo 1). Los
patrones de cortejo y copula, no presentaron grandes diferencias entre individuos de la forma pequefia y
grande, pero las diferencias en el ancho de las cuevas, teniendo en cuenta que las copulas tienen lugar
Unicamente dentro de la cueva de los machos (Capitulo 2), podrian estar determinando la existencia de
un mecanismo de aislamiento etologico entre individuos de distintas formas. Adicionalmente, la
identificaciéon entre individuos de formas distintas podria implicar mayoritariamente la utilizaciéon de
sefiales quimicas o vibratorias. De acuerdo a los resultados del Capitulo 2, el cortejo y la copula incluyen
vibraciones abdominales, hacia arriba y hacia abajo, que podrian estar reflejando la existencia de un
aparato de estridulacién del tipo a (con el abdomen que raspa contra el prosoma), o del tipo b (el

pedicelo raspa contar el abdomen) (Uetz & Stratton 1982).
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El presente estudio pretende determinar mediante experiencias mixiologicas si existe aislamiento
reproductor entre individuos de ambas formas de Allocosa, comparando los resultados con los
correspondientes de las experiencias realizadas en las mismas condiciones entre individuos de la misma
forma (Capitulo 2). Adicionalmente, se analizaran comparativamente entre ambas formas los resultados
del analisis morfométrico de la genitalia externa femenina y masculina, y del tamafio de individuos
capturados en el campo, bajo la hipdtesis de dos especies distintas. Se investigara la existencia de un

aparato de estridulacion del tipo a 6 b, en ambos sexos y en las dos formas de Allocosa.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron individuos capturados en los muestreos en la zona de Marindia, Canelones, que fueron
criados y controlados en condiciones semejantes a las reportadas en el Capitulo 2. La temperatura media
en el laboratorio durante el periodo de cria fue de 22.81 + 2.88 ° C (rango: 15-31). Se midi6 largo y
ancho méximo de cefalotérax de todos los individuos.

Para las experiencias mixiolégicas se utilizaron hembras adultas virgenes, capturadas como
subadultas y mudadas a adultas en el laboratorio, o criadas desde su emergencia de la ooteca en
condiciones de laboratorio (ver Capitulo 1 de la tesis). Se utilizaron machos capturados como adultos en
el campo, capturados como subadultos o criados en el laboratorio desde la ooteca, como las hembras.
Todos los individuos adultos fueron distribuidos aleatoriamente en los grupos experimentales. Se
utilizaron individuos de al menos diez dias de edad adulta, o transcurridos diez dias luego de su captura
en el campo. En ninguin caso, los individuos fueron reutilizados.

Se crearon dos grupos experimentales, con 20 experiencias cada uno. En uno de los grupos se
enfrentaron parejas de una hembra de la forma pequefia y un macho de la forma grande (hP- mG); en el
otro grupo experimental, se enfrentaron parejas formadas por una hembra de la forma grande y un macho
de la forma pequefia (hG - mP). Los individuos fueron ubicados 48 horas antes de la experiencia, en una
caja de vidrio de 30 cm por 16 ¢cm de base y 20 cm de altura (terrario) con arena como sustrato. Las
experiencias fueron llevadas a cabo en las mismas condiciones a las descriptas en el Capitulo 2, para las
experiencias entre individuos de la misma forma.

Las experiencias se realizaron entre el 23 de noviembre y el 26 de abril del 2005, y entre el 24 de
enero y el 8 de marzo del 2006. Las experiencias se realizaron desde las 18 hs y se observd
directamente bajo luz roja, con una lampara de 60w, ubicada a 50 cm. La temperatura media durante las
experiencias hP- mG fue 24.65 £ 1.34 ° C (rango: 22 - 26), y durante las experiencias hG - mP fue 24.61
* 1.21 ° C (rango: 21- 26). Se registr6 la hora de la experiencia, temperatura y presencia y dimensiones
de la cueva (didmetro y largo) de cada individuo. Los resultados fueron comparados con los
correspondientes a las experiencias entre individuos de la misma forma, realizados en las mismas

condiciones.
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Se seleccionaron al azar 15 individuos adultos de cada sexo y forma, y se midi6 el largo (I) y
ancho (a) del epigino y diametro del orificio copulatorio (oc) en las hembras; en los machos, se realizaron

medidas del largo (I) y ancho del bulbo (a), y largo (la) y ancho del alvéolo palpar (aa) (Figura 3.1).

Figura 3.1. Medidas de las caracteristicas del érgano copulatorio femenino (foto inferior) y masculino (foto superior).
Las medidas registradas se muestran con una llave. Abreviaturas: largo del epigino = le, ancho del epigino = ae,
diametro del orificio copulatorio = oc, largo del bulbo = I, ancho del bulbo = a, largo del alvéolo = la, ancho del
alvéolo = aa.

Se utilizd Microscopia Electrénica de Barrido para investigar la existencia de estructuras del tipo
estridulatorias ubicadas en areas proximas al pedicelo, tanto en el cefalotérax como en el abdomen, de
individuos adultos pequefios y grandes. Se utilizaron individuos preservados en etanol al 70 %. Se
diseccionaron las zonas cercanas al pedicelo y se deshidratd siguiendo el procedimiento standard
(alcohol 75 % durante 10 minutos y alcohol absoluto por 5 minutos). Se montaron las piezas, se realizé el
metalizado y se observaron las muestras bajo el Microscopio Electronico de Barrido (Jeol JSM-5900LV),

en Servicio de Microscopia, Facultad de Ciencias, Montevideo.
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Especimenes representativos fueron depositados en la coleccidén aracnoldgica de la Seccidn

Entomologia, Departamento de Biologia Animal, Facultad de Ciencias, Montevideo.

Analisis estadisticos

Los resultados fueron analizados con el programa Past Palaeontological Statistics version 1.18 (Hammer
et al. 2003), y el programa Statistica version 6.0. Se estimé normalidad de los valores y distribucion
homogénea de varianzas mediante los tests de Shapiro-Wilk y de Levene, respectivamente. Se utilizd el
test global de Kruskall-Wallis (test no paramétrico), para comparar mas de dos variables. Se utilizaron
también el test de t de Student (test paramérico) y el test de la U de Mann-Whitney (test no paramétrico).
Para comparar frecuencias entre cuatro variables, se utilizd el test de Chi cuadrado global para muestras
independientes. Para comparar frecuencias entre dos variables, se utilizaron el test de probabilidad
exacta de Fisher, y el test de Chi cuadrado para dos muestras independientes de acuerdo los datos

fueran menores 0 mayores de 15. Todos los tests utilizados fueron de dos colas.

RESULTADOS

Experiencias mixioldgicas

Los resultados de las comparaciones entre las frecuencias de construccion de cuevas para hembras y
machos, en ambos grupos experimentales, se muestran en la Figura 3.2. En los dos grupos, la frecuencia
de construccion de cuevas por las hembras fue menor a la de los machos. No se encontraron diferencias
en la frecuencia de construccion de cuevas por las hembras de las experiencias mixiologicas y las
hembras de la misma forma, de las experiencias PP y GG del Capitulo 2 ( hembras pequefias: X412 = 0.38,
P = 0.54 ; hembras grandes: X2 = 0.10, P = 0.75). Los machos en todos los casos habian construido su
cueva al inicio de las experiencias, de forma similar a lo observado en las experiencias PP y GG

mencionadas.
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Figura 3.2. Frecuencia de construccién de cuevas para hembras y machos en las experiencias Hembra pequefia -
Macho grande (izquierda) y en las experiencias Hembra grande y Macho pequefio. Abreviaturas: Pequefio = P,
Grande = G. Los resultados de las comparaciones entre hembras y machos de cada forma figuran con el valor de X?
y la probabilidad correspondiente.

Se compard el largo y ancho de las bocas de la cuevas de hembras y machos de ambos grupos
experimentales. Las medidas se presentan en la Tabla 3.1 y los resultados de las comparaciones entre
hembras y machos de cada grupo experimental se presentan en la Figuras 3.3 y 3.4. Las cuevas de las
hembras presentaron menor longitud y menor ancho que las de los machos, tanto en las experiencias hP-
mG como en las experiencias hG - mP (Fig. 3.3). Se compararon las medidas de las cuevas de individuos
de las experiencias mixioldgicas con las cuevas de individuos del mismo sexo y forma, de las
experiencias PP y GG, sin encontrarse diferencias significativas en el largo de las cuevas de las hembras
(pequefias: U= 105, N1 = 16 N2 = 15, P = 0.79; grandes: tx= 0.72, P = 0.47). Al comparar el ancho, las
hembras pequefias no presentaron diferencias con las experiencias PP (U = 28.5, Ny =16 N, = 15, P =
0.59), mientras que las grandes mostraron cuevas mas anchas que las de las experiencias GG (U = 42.5,
Ns =16 N2 = 15, P = 0.002). Los machos de las experiencias mixiolégicas no presentaron diferencias en
el largo de las cuevas (pequefios: ts = 0.48, P = 0.63; grandes: tu= 1.36, P = 0.18) ni en el ancho
(pequefios: U =234, Ny = N, = 23, P = 0.51; grandes: U = 194, Ny = N, = 23, P = 0.12), respecto a las

cuevas de los machos de las experiencias PP y GG.
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Tabla 3.1. Medidas de largo y ancho de las cuevas,y de largo y ancho de cefalotérax para hembras y machos de la
forma pequefia (P) y grande (G) que participaron de las experiencias mixioldgicas. Los resultados se muestran como
media con su correspondiente desvio estandar y rango. Se midieron 16 cuevas de hembras pequefias y 16 cuevas

de las grandes; los restantes datos corresponden a 23 medidas.

largo cuevas (cm) ancho cueva (cm)

largo cefalotérax (mm) ancho cefalotérax (mm)

Hembras P 3.21+153(1.0-6.0) 0.66+0.09 (0.5-0.8)
Machos G 7.47 +2.39 (3.0-115) 1.00+0.10 (0.7-1.2)

Hembras G 4.37 +1.34 (20-7.0) 0.98+0.04 (0.9-1.0)
MachosP  8.68 +3.39 (4.5-12.0) 0.81+0.06 (0.7-1.0)

380 £041 (3.1-44) 296+0.27 (2.0-36)
6.68 £0.47 (7.858) 3.21%045 (2.2-4.3)

549 +037 (4.865) 4.77+050 (3.9-5.4)
441£051 (3455) 572056 (5.1-7.3)

[
) 1

t=7.99
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Fig. 3.3. Comparaci6n del largo de las cuevas de hembras y machos de las experiencias hP- mG (izquierda) y hG -
mP (derecha), presentados como media y desvio estandar. Las comparaciones se muestran en la llave y se

realizaron con el test de t.
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Fig. 3.4. Comparacién ancho de las cuevas de hembras y machos de las experiencias de las experiencias hP- mG
(izquierda) y hG - mP (derecha), presentados como media y desvio estandar. Las comparaciones se muestran en la
llave y se realizaron con el test de la U de Mann-Whitney

Al comparar los tamafios de los individuos, las hembras identificadas como pertenecientes a la
forma pequefia mostraron un tamafio significativamente menor que las hembras de la forma grande, tanto
en largo (U =0, Ny = N2 = 23, P < 0.0001) como en ancho de cefalotérax (U = 0, Ny = N2 = 23, P <
0.0001); los machos de la forma pequefia presentaron menor tamario que los machos de la forma grande
(largo cefalotérax: U = 0, Ny = N2 = 23, P < 0.0001; ancho cefalotérax: U = 1, Ny = N2 = 23, P < 0.0001 ).
Las hembras presentaron menor largo de cefalotérax que los machos de su propia forma (pequefias: ts =
4.43, P <0.0001; grandes: t4 = 9.58, P < 0.0001) y menor ancho (pequefas: U = 158, Ny =N, =23, P =
0.02; grandes: ts = 9.38, P < 0.0001). No se encontraron diferencias significativas entre el tamafio de las
hembras pequefias utilizadas en las experiencias mixiolégicas con respecto a las hembras de las
experiencias PP (largo cefalotérax: U = 251, Ny = N, = 23, P =0.78; ancho cefalotérax: t44s = 1.10, P =
0.92), ni entre las hembras grandes de las experiencias mixiologicas y las de las experiencias GG (largo
cefalotérax: t44 = 1.64, P = 0.11; ancho cefalotorax: ts = 1.76, P = 0.09). Tampoco se encontraron
diferencias en el tamafio de los machos pequefios (largo cefalotérax: U = 255, Ny = N, = 23, P = 0.85;
ancho cefalotérax; U = 196, N1 = N2 = 23, P = 0.14), ni en los tamarios de los machos grandes (largo
cefalotérax: t44 = 1.78, P = 0.08; ancho cefalotorax: U = 242.5, Ny = N2 = 23, P = 0.64).

En la Figura 3.5 se resumen las frecuencias de salida de la cueva de cada forma y sexo y los
resultados de las comparaciones estadisticas entre los grupos, descartando aquellas hembras que no
construyeron cueva. Las hembras fueron el sexo mévil en ambas formas, saliendo de sus cuevas con
mayor frecuencia que los machos. No se encontraron diferencias en las frecuencias de salida de las
cuevas entre las hembras de formas distintas (X412 =1.03 , P = 0.31), ni entre los machos (X2 = 0.36, P =
0.55). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre las frecuencias de salida de la cueva en

las experiencias mixiologicas y las experiencias entre individuos de la misma forma (Capitulo 2), ni para
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hembras (pequefias: frecuencias iguales; grandes: X42 =0.44 , P = 0.50) ni para machos (pequefios: X12

=2.09, P = 0.15; grandes: frecuencias iguales) .
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Figura 3.5 Frecuencias de salida de la cueva para hembras y machos de cada grupo experimental. Para las
comparaciones se aplico el test de X2,

La temperatura no vari6 significativamente entre los dos grupos experimentales, ni tampoco fue
diferente comparada con la temperatura de las experiencias entre individuos de la misma forma
(experiencias PP y GG, Capitulo 2) (Kruskal-Wallis: H = 4.64, P = 0.20).

Se compar6d el numero de cuevas con las bocas abiertas entre hembras y machos de cada
experiencia, no encontrandose diferencias significativas en ninguno de los grupos experimentales (Figura
3.6) .También se compard el nimero de cuevas abiertas que mostraron los individuos de las experiencias
mixiologicas, con la frecuencia de cuevas abiertas de individuos del mismo sexo y forma de las
experiencias del Capitulo 2. No se encontraron diferencias ni para hembras (pequefias: Fisher, P = 0.53;
grandes: Fisher, P = 0.18) ni para machos (pequefios: X2 = 0.41, P = 0.52; grandes: X2 = 0.38, P =
0.54).
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Figura 3.6. Frecuencia de bocas abiertas de cuevas para individuos de ambos sexos de cada grupo experimental.
Las llaves indican las comparaciones realizadas con el test de X2y la probabilidad correspondiente.

Las hembras se aproximaron a las cuevas de los machos con mayor frecuencia que en la
situacién inversa, en ambas formas (Figura 3.7). No se encontraron diferencias significativas entre las
frecuencias de acercamiento de las hembras de ambas formas a la cueva de los machos (X2 = 0.09, P =
0.76), ni tampoco entre las frecuencias de acercamiento a las cuevas de los machos entre las hembras
de las experiencias mixioldgicas y las de las experiencias PP y GG, respectivamente (pequefas: X4 =
1.80, P = 0.18; grandes: X2 = 0.89, P = 0.35). Las hembras de la forma pequefia tardaron 27.40 + 14.4
min (rango: 5.7- 54.5) en detectar la cueva del macho y las hembras grandes demoraron 11.0 £ 11.5 min
(rango: 0.4- 43.3), siendo el tiempo de deteccién de las hembras pequefias significativamente mayor (U =
45, N1 =15 Ny = 14, P = 0.001). El tiempo de deteccion de cuevas de machos por las hembras pequefias
de las experiencias mixiologicas fue significativamente mayor que el de las hembras de las experiencias
PP (U =405 Ns=15 N, =22, P <0.0001); no se encontraron diferencias significativas al comparar los
tiempos de deteccién de las hembras grandes de las experiencias mixiolégicas con las hembras de las
experiencias GG (U = 114.5, N1 =14 N, =20, P = 0.15).
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Figura 3.7. Frecuencia de acercamiento a la cueva del otro sexo en cada grupo experimental. Las llaves indican las
comparaciones realizadas con el test de X2 y la probabilidad correspondiente.

Las hembras pequefias se asomaron en las cuevas de los machos grandes en 8 casos, y las
hembras grandes se asomaron en las cuevas de los machos pequefios en 12 casos. Al comparar estos
resultados con las veces que se asomaron las hembras en las experiencias ante machos de su misma
forma, se encontrd que las hembras pequefias tienden a asomarse con mayor frecuencia en las cuevas
de los machos de su misma forma (X2 = 11.67; P < 0.0001), pero no se encontraron diferencias
significativas en las hembras grandes (X2 = 2.74; P = 0.09).

Las hembras de la forma pequefia en ningln caso abrieron cuevas cerradas de los machos
grandes, pero las hembras grandes en 5 casos abrieron cuevas cerradas por machos pequefios,
encontrandose diferencias significativas (X2 = 6.56; P = 0.01) . Se compar6 para hembras pequefias y
grandes la frecuencia de apertura de cuevas ante machos de la misma forma (experiencias PP y GG,
Capitulo 2) y de distinta forma; las hembras pequefias tienden a abrir con mayor frecuencia las cuevas de
machos de su misma forma (Fisher, P < 0.0001), pero no se enconird esa tendencia en las hembras
grandes (Fisher, P = 0.40).

Se analiz6 la presencia de cortejo, sea cuando la hembra realizé sacudidas de patas asomada a
la cueva o cuando el macho realizé sacudidas del cuerpo (ver Capitulo 2). Las frecuencias de presencia
de cortejo para cada grupo experimental y los resultados de las comparaciones entre machos y hembras,
se muestran en la Figura 3.8. Las frecuencias de cortejo fueron significativamente distintas a las de
individuos de la misma forma (Capitulo 2), tanto para hembras (pequefias: X2= 23.37, P < 0.0001;
grandes: X42= 32.37, P < 0.0001) como para machos (pequefios: X12= 17.89, P < 0.0001; grandes: X12=
22.65, P < 0.0001). No se encontraron diferencias significativas en la frecuencia de inicio de cortejo para
hembras pequefias con respecto a los machos grandes (X2= 0.36, P = 0.55), ni tampoco entre hembras

grandes y machos pequefios (X42= 2.09, P = 0.15). Las frecuencias de inicio de cortejo por las hembras

58



Cap.3: Aislamiento reproductivo

mostraron ser significativamente menores a las frecuencias observadas en las experiencias PP (X42=
5.49, P =0.02) y GG (X2 =9.39, P = 0.002) del Capitulo 2.
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Figura 3.8. Frecuencias de cortejo de individuos de ambos sexos, para cada grupo experimental. Las
comparaciones fueron realizadas con el test de X2.

En ningun caso las hembras ingresaron a la cueva del macho, siendo significativamente distintas
a las frecuencias de ingreso a las cuevas de machos de su misma forma, tanto en la forma pequefia (X12=
2.09, P = 0.15) como en la grande (Capitulo 2) (X42= 2.09, P = 0.15). Las hembras grandes intentaron
ingresar a las cuevas de los machos pequefios en 7 casos, sin éxito pero provocando el derrumbe de la
cueva en todos los casos. La frecuencia de derrumbe mostro ser significativamente mayor en hembras
grandes ante machos pequefios que en hembras pequefias ante machos grandes (X2 = 8.26, P = 0.004),
y también mayor que ante machos de su misma forma (X2 = 8.26, P = 0.004).

No existi6 copula en ninguna experiencia mixiologica, siendo estas frecuencias
significativamente distintas a las observadas entre hembras y machos pequefios (Xi2= 14.46, P =
0.0001), y entre hembras y machos grandes (X12= 12.78, P = 0.0004). En dos casos, la hembra grande
dio muerte al macho pequefio. En ambos, la hembra se asomo a la boca de la cueva del macho y éste se
acerco a la boca, siendo mordido por la hembra en sus queliceros y arrastrado hacia afuera de su cueva,

donde le dio muerte. Esos fueron los Unicos casos de canibalismo observados.

Medidas morfolégicas

Las medidas de los tamarfios (largo y ancho de cefalotorax) de individuos adultos de ambas formas
capturados en el campo como adultos se muestran en la Tabla 3.2. Las comparaciones estadisticas entre
estas medidas de individuos del mismo sexo y distinta forma se muestran en las Figuras 3.9 y 3.10. Las

comparaciones entre el tamafio de hembras y machos de la misma forma fueron hechas previamente en
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el Capitulo 2. Los individuos adultos de la forma pequefia, tanto hembras como machos, mostraron largo

y ancho de cefalotorax menores que los individuos del mismo sexo de la forma grande.

Tabla 3.2. Medidas de largo y ancho de cefalotérax para hembras y machos de la formas pequefia y grande. Los
resultados se muestran como media con su correspondiente desvio estandar y rango.

largo de cefalotérax (mm)

ancho de cefalotérax (mm)

Hembras pequefias (n = 84)
Hembras grandes (n = 52)

Machos pequefios (n = 45)
Machos grandes (n = 52)

3.82+0.39 (3.0 - 4.5)
5.58+ 0.39 (4.7-7.0)

4.45%0.49 (3.4-6.7)
6.90% 0.53 (5.5 - 9)

2,95+ 0.28 (2.4 - 3.8)
4,65+ 0.49 (3.7 - 6.5)

3,16+ 0.46 (2.6 - 4.8)
5,66+ 0.52 (4.5- 8.2)
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Figura 3.9. Comparacion entre largo de cefalotérax de individuos del mismo sexo y formas distintas. Los resultados
se muestran como media con su correspondiente desvio estandar. Las comparaciones se indican con una llave (test

de la U de Mann-Whitney).
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Figura 3.10. Comparacién entre ancho de cefalotérax entre individuos del mismo sexo y formas distintas. Los
resultados se muestran como media con su correspondiente desvio estdndar. Las comparaciones se indican con
una llave (test de la U de Mann-Whitney).

Las medidas del largo y ancho del epigino, y del didmetro del orificio copulatorio se muestran en
la Tabla 3.3. Las comparaciones de estas caracteristicas entre hembras pequefias y grandes se muestran
en la Figura 3.11. Las hembras pequefias mostraron un tamafio significativamente menor de largo de

epigino, ancho de epigino y didmetro de orificio copulatorio en comparacion con las hembras grandes.

Tabla 3.3. Medidas del largo y ancho del epigino, y diametro del orificio copulatorio, para hembras de ambas formas.
Cada resultado figura como media con su desvio estandar y rango.

largo epigino (mm) ancho epigino (mm) diam. oc (mm)
Hembras Pequefias (n =15) 0,39+ 0.03 (0.33- 0.44) 0,60+ 0.05 (0.51- 0.68) 0,10+ 0.01 (0.08- 0.11)
Hembras Grandes (n = 15) 0,51+ 0.05 (0.45- 0.64 0,86+ 0.06 (0.78- 0.95) 0,14+ 0.01(0.13- 0.17)
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Figura 3.11. Comparacion entre el largo y ancho del epigino, y diametro del conducto copulatorio (cc), entre
hembras de la forma pequefia (P) y de la forma grande (G). Las comparaciones se realizaron con el test de t 6 con
el test de la U de Mann-Whitney.

Las medidas morfologicas del largo y ancho del bulbo, y del largo y ancho del alvéolo palpar
para cada forma, se muestran en la Tabla 3.4. Las comparaciones estadisticas entre estas caracteristicas
para machos pequefios y grandes se muestran en la Figura 3.12. Los machos pequefios mostraron
dimensiones significativamente menores a los machos grandes de largo y ancho del cymbium palpar, y

de largo y ancho del alvéolo palpar.

Tabla 3.3. Medidas del largo y ancho del bulbo, y largo y ancho del alvéolo palpar, para machos pequefios (P) y
grandes (G). En todos los casos se realizaron 15 medidas. Cada resultado figura como media con su desvio
estandar y rango.

largo bulbo (mm) ancho bulbo (mm) largo alvéolo (mm) ancho alvéolo (mm)
Machos P 1,28+ 0.13 (1.10- 1.52) 0,49+ 0.07 (0.42- 0.66) 0,45+ 0.05 (0.38-0.56) 0,36+ 0.04 (0.31- 0.44)
Machos G 2,18+ 0.22 (1.69-2.59) 0,76+ 0.07 (0.62- 0.87) 0,66+ 0.05 (0.56- 0.75) 0,54+ 0.04 (0.44- 0.62)
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Figura 3.12. Comparacion entre el largo y ancho del bulbo, y largo y ancho del alvéolo palpar, entre machos de la
forma pequefia (P) y de la forma grande (G). Las comparaciones se realizaron con el test de la U de Mann-Whitney.

Estudio de posible aparato de estridulacion

En hembras y machos de ambas formas, se encontré una estructura corrugada diferencial ubicada en el
la zona posterior del cefalotorax, enfrentada al pedicelo. Sin embargo, no se encontrd en ninguno de los
casos, una estructura que pueda ser identificada claramente como raspador (Figuras 3.13 y 3.14).

Figura 3.13. Las flechas indican la estructura tipo lima localizada en la zona posterior del cefalotérax, cercana al
pedicelo, en una hembra pequefia (superior) y macho pequefio (inferior).
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Figura 3.14. Las flechas indican la estructura tipo lima localizada en la zona posterior del cefalotérax, cercana al
pedicelo, en una hembra grande (superior) y macho grande (inferior).
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DISCUSION

Los resultados anteriormente expuestos indican que las formas pequefia y grande de Allocosa
estan aisladas reproductivamente, confirmando la existencia de dos especies distintas. Dado que no hubo
ninguna copula ni interaccién atractiva entre las dos formas, estos resultados podrian deberse a
influencias negativas que pudieran tener las condiciones ambientales de observacién en el laboratorio
sobre la comunicacion entre los sexos. Sin embargo, se descarta esta hipétesis porque si hubo
comunicacién y copulas dentro de cada una de las dos formas en las mismas condiciones ambientales
(Capitulo 2). La conclusion de que son bioldgicamente dos especies surge de los resultados descriptos en
los Capitulos 2 vy el presente, a los que se agregan las diferencias morfométricas de cuerpo y genitales,
diferencias que no aparecen entre individuos de la misma camada criados en el laboratorio (Cap. 1),
reforzando la conclusion.

Los mecanismos que estarian posibilitando la discriminacidn intraespecifica posiblemente
involucren mayoritariamente sefiales quimicas y sefiales vibratorias, como ocurre en otros licdsidos (Uetz
& Denterlein 1979; Costa & Capocasale 1984). La baja frecuencia de cortejo tanto de hembras como de
machos en las experiencias mixiolégicas, reflejan un alto reconocimiento intraespecifico y aislamiento
interespecifico previo al inicio del cortejo, 0 en sus primeras unidades. Considerando las diferencias en
tamafio corporal y del consecuente ancho de las cuevas, y que las copulas tienen lugar exclusivamente
dentro de la cueva de los machos (Capitulo 2), las cuevas estarian restringiendo el acceso de hembras
grandes hacia los machos pequefios, reforzando los mecanismos de aislamiento previos.

Aunque no se encontraron diferencias entre las experiencias mixioldgicas y las intraespecificas
(Capitulo 2) en las frecuencias de construccion de cuevas, largo y diametro de la boca de las cuevas y
frecuencias con que las hembras se acercaron a las cuevas de los machos, en la forma pequefia se
encontré un mayor tiempo en la deteccion de cuevas de machos grandes con respecto a las cuevas de
los machos de su misma forma, y en ninguin caso abrieron cuevas cerradas o ingresaron a las cuevas de
los machos. En cambio, las hembras de la forma grande no presentaron diferencias en el tiempo de
deteccion de las cuevas de los machos pequefios con respecto a la deteccion de cuevas de machos de
su misma forma, e intentaron infructuosamente ingresar en varias oportunidades a las cuevas de los
machos pequefios, provocando derrumbes de la cueva. Las diferencias en las estrategias de las hembras
de distinta forma podrian estar determinadas por un mayor riesgo de predacién para las hembras
pequefias, y un mayor interés de predar en las hembras grandes. Estrategias similares de evasion de
predacion entre licésidos simpatridas han sido reportadas entre Hogna helluo y Pardosa milvina por
Balfour et al. (2003) y Walker & Rypstra (2003), en las cuales las diferencias en los tamafios como
adultos determinarian diferencias en las estrategias comportamentales y tiempos de maduracion de
individuos de cada especie.

Si bien existieron dos casos de ataques y canibalismo de hembras grandes hacia machos

pequefios, los machos grandes en ningln caso atacaron a las hembras pequefias cuando se asomaron
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en la cueva. Los machos pequefios expuestos ante las hembras grandes, en la gran mayoria de los
casos se albergaron en el fondo de las cuevas, fuera del acceso de las hembras grandes. En ambientes
costeros como el que habitan individuos de la forma grande de Allocosa, durante el verano -periodo de
mayor actividad para los adultos- existen presas menos costosas para estos individuos en lo que respecta
a su manipulacién y captura (Costa et al. 2003; en prensa). Sin embargo, teniendo en cuenta que se trata
de especies simpatridas y sincronicas no se descarta que individuos de la forma pequefa sean predados
ocasionalmente en periodos de escasez de presas.

Si bien las hembras de ambas formas presentaron una frecuencia de cortejo muy baja, la
frecuencia en que detectaron las cuevas de los machos de distinta forma fue alta, sin presentar
diferencias con la deteccién de machos de su misma forma. Una posible explicacion es que las hembras
detectaran la presencia de seda o de feromonas masculinas asociadas a la seda de las bocas de la
cuevas y fueran capaces de discriminar entre las cuevas de machos de su misma u otra forma. La
identificacion tactil de la seda de individuos del ofros sexo y misma especie, ha sido reportada en
licosidos (Tietjen & Rovner 1980). Existen muy escasos reportes de utilizacion de feromonas masculinas
asociadas a la seda (Ayyagari & Tietien 1987; Ross & Smith 1979). Otra opcion posible seria que las
hembras pequefias fueran capaces de detectar rastros quimicos de la boca de la cueva de los individuos
de la otra forma, como un mecanismo de evasién de la predacion intragremio. La deteccion de sefiales
quimicas de predadores ha sido reportado para arafias lobo simpatridas y sincronicas por Persons et al.
(2001).

Una hipotesis alternativa seria que los machos emitieran feromonas volatiles que las hembras
detecten al acercarse a las cuevas, permitiendo el reconocimiento intraespecifico, la discriminacién entre
cuevas de machos y hembras (las de hembra serian identificadas por la ausencia de feromona), y
promoviendo el inicio del cortejo exclusivamente ante las cuevas de machos de su misma forma. La
utilizacién de feromonas volatiles masculinas durante la copula ha sido reportada para el agelénido
Agelenopsis aperta (Becker et al. 2005). Ademas, las hembras de esta arafia del desierto atraen a los
machos hacia su tela utilizando feromonas volatiles (Papke et al. 2001). Por lo tanto, teniendo en cuenta
la inversion parcial de roles sexuales en ambas formas de Allocosa descripta en el Capitulo 2 de la tesis,
no se descarta la emision por parte del macho de feromonas sexuales, sea asociadas a la seda o
volatiles. Con respecto a los sistemas de comunicacién implicados en la deteccion de cuevas de machos
de la misma especie, se investigara la emision de feromonas masculinas asociadas a la seda de la boca
de la cueva, o a las paredes internas, en el Capitulo 4.

Si bien las sacudidas corporales de los machos fueron observadas en contextos sexuales ante
hembras de su misma forma, también se registraron sacudidas corporales de los machos durante las
experiencias mixioldgicas. Esto podria implicar errores de los machos en la identificacion de las hembras,
confundiéndolas con hembras coespecificas o la utilizacion del mismo tipo de sefial, tal vez con diferente
intensidad o frecuencia, en contexto sexual ante hembras y en contexto agonistico ante machos.

Animales psamofilos son capaces de detectar vibraciones transmitidas por el sustrato desde centimetros
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hasta metros (Narins et al. 1997). De acuerdo con Brownell (1977), la arena seria un buen conductor de
ondas Rayleigh originadas del movimiento de animales sobre o debajo de la arena. La arena ha
mostrado ser un buen transmisor de sefiales vibratorias en artropodos adaptados a la vida en estos
ambientes (Brownell & Van Hemmen 2001), lo que tornaria mas efectivo el uso de sefiales vibratorias que
la utilizacion de otros canales usados mas frecuentemente en encuentros agonisticos como el visual o el
tactil. Henschel (2002) reportd esta doble funcion de las sacudidas corporales en Leucorchestris
arenicola, una arafia vagabunda del desierto.

En las experiencias mixioldgicas y para ambos sexos, en ningun caso se reportaron vibraciones
abdominales durante el cortejo, por lo tanto las sefales estridulatorias no estarian involucradas en el
reconocimiento interespeciifico, como ha sido reportado en otros licdsidos (Uetz & Stratton 1982). Sin
embargo, no se descarta la utilizacion de sefiales vibratorias en la comunicacién hembra-macho entre
individuos de la misma especie, y se considera necesario un estudio més detallado de las posibles zonas
involucradas en la estridulacién. En este caso, de comprobarse el raspado de la zona posterior abdominal
contra el pedicelo o la zona anterior abdominal (del tipo a 6 b) para emitir sefiales vibratorias, se trataria
del primer reporte de utilizacidn de este tipo de aparato en Lycosidae (Uetz & Stratton 1982).

Las diferencias en el tamafio de los adultos de ambas formas confirman los reportes previos
(Costa 1995; Costa et al., en prensa). También se encontraron diferencias en los tamafios de los érganos
copulatorios de ambos sexos para las dos formas, que teniendo en cuenta que se trata de caracteres
sexuales podrian estar reflejando incompatibilidad copulatoria entre individuos de ambas formas, lo que
podria estar actuando como mecanismo de aislamiento de fallar los mecanismos anteriores, mecanismo
de aislamiento que ha sido descripto para otros licésidos (Costa & Francescoli 1991; Simé et al. 2002).

A partir de la presente tesis, se postula la existencia de dos especies de Allocosa, aisladas
reproductivamente entre si, con diferencias en su desarrollo, proporcion sexual, comportamiento sexual y
morfologia. Observaciones preliminares de especimenes tipo y reportes de campo (Miguel Simé y Luiz
Ernesto Costa Schmidt, comunicaciones personales), indican que los ejemplares de Allocosa brasiliensis
encontrados en Brasil poseen un tamafio intermedio respecto a las dos formas de nuestro pais. Estos
datos generan dudas acerca de si la mayor de nuestras dos formas coincide con el holotipo que le da
nombre, o si en territorio brasilefio existieron fenémenos de hibridacion que generaron formas
intermedias.

Se necesitaran estudios futuros para confirmar si la forma grande coincide con el tipo de
Allocosa brasiliensis, y realizar un estudio exhaustivo dentro del género para determinar si la forma

pequefia €s una especie nueva citada para nuestro pais, 0 una especie nueva para la ciencia.

67



CAPITULO 4: DISCRIMINACION FEMENINA DE LAS CUEVAS

68



Cap.4: Discriminacion femenina de las cuevas

INTRODUCCION

En el Reino Animal, el reconocimiento entre individuos de una misma especie y la eleccion entre posibles
compafieros de copula durante el cortejo se basan en la utilizacion de sefiales multiples (Candolin 2003).
La comunicacion durante el cortejo en arafias también se considera multimodal (Uetz & Roberts 2002;
Elias et al. 2006), implicando la emisién y recepcion de sefiales visuales, vibratorias, tactiles y quimicas.
Teniendo en cuenta que las arafias en general son cazadoras nocturnas con visién pobre, la

comunicacion se centra mayoritariamente en los canales vibratorios, téctiles y quimicos (Huber 2005).

La utilizacion de sefiales quimicas en arafias ha sido identificada en el contexto de
desencadenamiento de cortejo, reconocimiento interespecifico y atraccion intersexual (Tietien & Rovner
1982; Uetz 2000; Barth 2002; Uetz & Roberts 2002). Las pistas quimicas pueden estar asociadas a
rastros de seda o tratarse de compuestos volatiles. La gran mayoria de ejemplos citados corresponden a
feromonas que las hembras depositan en sus telas o en la seda de las “drag-lines” que liberan al
trasladarse (Schulz 2004). Existen muy escasos reportes de la utilizacion de feromonas masculinas en
arafias (Roberts & Uetz 2004; Huber 2005). Ayyagari & Tietjen (1987) encontraron que los machos de
Schizocosa ocreata utilizan feromonas asociadas a su seda, que resultan repelentes hacia otros machos.
Otro caso reportado es el de los machos del teridio Latrodectus hesperus, tratandose de feromonas
masculinas de estimulacién femenina, asociadas a un velo nupcial de seda con el que cubren a las
hembras durante la cdpula (Ross & Smith 1979). Por ultimo, Becker et al. (2005) encontraron que los
machos del agelénido desértico Agelenopsis aperta, son capaces de emitir feromonas volatiles que
inducen la quiescencia de las hembras durante la cépula (Papke et al. 2001).

Las dos especies de Allocosa que habitan en nuestro pais se caracterizan por presentar
Inversion parcial de Roles Sexuales durante el cortejo, caracterizado por dimorfismo sexual invertido con
hembras errantes que se acercan a las cuevas de los machos, inician el cortejo y luego de la copula
permanecen en las cuevas de los machos, que éstos ceden a modo de regalo nupcial (Capitulo 2). Las
hembras de ambas formas mostraron una gran efectividad en la deteccién de las cuevas de los machos,
tanto de su forma como de la otra forma, iniciando el cortejo e ingresando Unicamente a las cuevas de los
machos de su propia especie (Capitulos 2 y 3). Esta habilidad discriminatoria podria estar reflejando la
capacidad de identificacion de las cuevas de los individuos de su misma especie, como esta ampliamente
descripta en arafias con los actores invertidos — machos que detectan sedas de hembras- (Huber 2005).
También podria estar reflejando la capacidad de deteccion de sefiales quimicas de potenciales
predadores, hecho ya reportado para arafias lobo simpatridas y sincrénicas (Persons et al. 2001). La
predacién intragremio podria tener un impacto importante entre ambas formas de Allocosa, como ha sido

reportado entre otras especies de arafias lobo (Polis & Mc Cormick 1986; Wise & Chen 1999).
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La inversion en los roles planteada estaria afectando el sistema de encuentro entre ambos
sexos, pudiendo implicar la utilizacién de sefiales quimicas por parte de los machos que permitan a las
hembras localizar las cuevas y discriminar entre las cuevas de machos y hembras de su misma especie,
asi como diferenciarlas de las cuevas de la otra especie de Allocosa. La discriminacion de este tipo de
sefales aseguraria el encuentro sexual y al mismo tiempo protegeria a las hembras, especialmente a las
pequefias, de ser predadas por individuos de la otra forma de Allocosa.

Para investigar si la discriminacion de cuevas se debe a la existencia de sefiales quimicas, se
planted realizar experiencias ante cuevas vacias para descartar la posible transmisién de otro tipo de
sefiales, estridulatorias o sefales sismicas, por los habitantes de las cuevas. El objetivo es investigar la
utilizacién de feromonas masculinas asociadas a la seda de las cuevas de los machos y la discriminacion
por parte de las hembras entre cuevas de individuos de su mismo sexo y del sexo opuesto para las

especies de Allocosa analizadas en este estudio.

MATERIALES Y METODOS

Todos los individuos fueron capturados, identificados y criados en el laboratorio, en condiciones
semejantes a las descriptas en los capitulos anteriores. La temperatura media en el laboratorio durante el
periodo de cria fue de 24.0 £ 2.0 ° C (rango: 18- 28).

Se crearon dos grupos experimentales, en los cuales 15 hembras virgenes adultas de cada
especie (hembras detectoras) fueron expuestas a cuevas construidas por hembras y machos adultos de
su misma y de la otra especie (individuos constructores), de tal manera que cada hembra se expuso a 4
situaciones distintas y cada grupo experimental totalizd 60 experiencias. Se utilizaron recipientes
cilindricos de plastico transparente, de 9 cm de diametro y 14 ¢cm de alto, con una capa de 10 cm de
arena como sustrato y provisién de agua. En los recipientes se colocaron individualmente especimenes
adultos de ambos sexos y especies, y se aguardd hasta la construccidn de la cueva por un periodo no
mayor a una semana. Transcurrido ese plazo, si los individuos no habian construido fueron descartados
para las experiencias. Se utilizaron individuos de al menos diez dias de edad adulta, o transcurridos diez
dias luego de su captura a campo, y no se reutilizaron. Aprovechando que los individuos construyen sus
cuevas contra la pared de los recipientes, se agujered el plastico del recipiente a nivel de la base de la
cueva y se roded este recipiente con otro de mayor didmetro. Se aguardd que el individuo
espontdneamente saliera de su cueva por el agujero, obteniendo asi una cueva intacta sin arana.

Las observaciones experimentales se realizaron 24 hs después que el espécimen abandoné la
cueva. Se introdujo una hembra virgen sobre la superficie de arena y se registraron en detalle sus
comportamientos. Estas hembras tenian al menos 10 dias de edad adulta, y no se reutilizaron. Cuando
los comportamientos fueron muy rapidos (por ejemplo, entrada a la cueva), se registro la presencia del

suceso pero no su duracion. Cada hembra fue expuesta sucesivamente y azarosamente ante las 4
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situaciones experimentales, con al menos dos dias de intervalo entre cada una y durante un periodo total
No mayor a un mes.

Las experiencias se realizaron entre el 9 de noviembre del 2005 y el 1° de marzo del 2006.
Fueron iniciadas luego de las 18:00 hs, periodo de mayor actividad de estos individuos en el campo
(Costa 1995), realizando observacion directa bajo luz roja. Las experiencias tuvieron una duracién de una
hora, a partir de la introduccién de la hembra en el recipiente con la cueva abandonada. En todos los
casos, se registré comienzo y fin de la experiencia, temperatura y dimensiones de la cueva (diametro y
largo) de cada individuo

Se depositaron especimenes representativos criados en el laboratorio y capturados en el campo
en la coleccion aracnoldgica de la Seccion Entomologia, Departamento de Biologia Animal, Facultad de

Ciencias, Montevideo.

Analisis estadisticos

Los resultados fueron analizados con el programa Past Palaeontological Statistics version 1.18 (Hammer
et al. 2003), y el programa Statistica version 6.0. Se estimé normalidad de los valores y distribucion
homogénea de varianzas mediante los tests de Shapiro-Wilk y de Levene, respectivamente. Se aplicé el
test global de Kruskall- Wallis (no paramérico) y el test de Anova (paramétrico) para comparaciones entre
mas de dos variables. Para comparaciones entre dos variables, se aplico el test de la U de Mann-Whitney
(no paramétrico) y test de t de Student (paramétrico). Para comparar frecuencias, se utilizaron los tests de
probabilidad exacta de Fisher y Chi cuadrado para dos muestras independientes, de acuerdo a si el
numero de datos fuera menor o mayor de 15, respectivamente. Se utilizé el test de Cochran Q para

comparar frecuencias entre muestras dependientes. Todos los tests utilizados fueron de dos colas.
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RESULTADOS

Los valores de largo y ancho de las cuevas para cada enfrentamiento, y la temperatura de las
experiencias se muestran en la Figura 4.1 para las hembras pequefias y en la Figura 4.2. para las
hembras grandes. La temperatura no presenté diferencias significativas entre los grupos (Kruskall-Wallis:
He = 4.12, P = 0.77). Al comparar el largo de las cuevas de hembras y machos de ambas formas en las
que se colocaron las hembras detectoras de la especie pequefia, no se encontraron diferencias
significativas entre las cuatro situaciones experimentales (ANOVA: F; = 2.172, P = 0.10). En cambio, en
las experiencias con las hembras grandes, se encontraron diferencias significativas en el largo de las
cuevas entre las cuatro situaciones (Hs = 11.38, P = 0.01). En este caso, el largo de las cuevas de las
hembras constructoras pequefias fue menor al de los machos de su misma forma (U =39, Ny= Nz =15, P
=0.002), y el de los machos constructores pequefios mayor al de las hembras grandes (U = 49, Ny = N
=15, P = 0.01). Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas entre el largo de las cuevas
de hembras constructoras de distinta especie (U = 98, N1 = N, = 15, P = 0.56), machos de distinta especie
(U =69, Ny =N, =15, P = 0.07), hembra grande y macho grande (U = 93.5, Ny =N, =15, P = 0.44), y
hembra pequefia y macho grande (U =79, Ny =N, =15, P = 0.17).

Al comparar entre si las cuevas donde discriminaron hembras pequefias y grandes, no se
encontraron diferencias significativas en el largo en ninguno de los casos (hembras pequefas: ts= 1.53,
P = 0.14; hembras grandes: t»= 0.76, P = 0.45; machos pequefios: t»s= 0.15, P = 0.88; machos grandes:
U=84,N1=N2=15P=0.25).

Tabla 4.1. Medidas de las cuevas de hembras y machos de cada forma, y de la temperatura, para las experiencias
de las hembras pequefias. Se realizaron 15 experiencias en cada caso.

largo (cm) ancho (cm) temperatura (C)
Hembras pequefias 6.0 +2.0 (3.5- 10.0) 0.7+£0.1 (0.6-0.9) 24.7+1.3 (22.0-26.0
Machos pequefios 7.4 2.0 (3.9-11.0) 0.8+0.1 (0.7-1.0) 24.8+1.0 (22.0-26.0

Hembras grandes 5.8+ 1.7 (3.3-9.0) 1.0£0.1 (0.9-1.0) 252+ 1.1 (23.0-27.0
Machos grandes 6.6 £ 1.7 (4.5- 10.0) 1.0£0.1 (1.0-1.2) 25.3+0.6 (25.0- 27.0

N ~— ~— ~—
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Tabla 4.2. Medidas de las cuevas de hembras y machos de cada forma, y de la temperatura, para las experiencias
de las hembras grandes.Se realizaron 15 experiencias en cada caso.

largo (cm) ancho (cm) temperatura (C)

Hembras pequenfas 4.9+ 1.6 (3.0-8.0) 0.74 £ 0.07 (0.6-0.8) 25.4 £ 0.6 (25.0-27.0)
Machos pequefios 7.5+2.1 (4.0-10.5) 0.80 + 0.07 (0.7-0.9) 249+1.1 (22.0-27.0)
Hembras grandes 5.3+1.6 (3.0-8.4) 0.94 +0.13 (0.6-1.2) 25.1 £ 0.8 (24.0- 26.0)
Machos grandes 6.1+2.2 (3.5-11.0) 1.0+ 0.1 (0.8-1.2) 25.1+£0.9 (24.0-27.0)

Se compar6 el ancho de las cuevas para las experiencias de las hembras pequefias y grandes.
Los resultados se muestran en la Tabla 4.3. Se encontraron diferencias significativas en el ancho de las
cuevas, tanto en las experiencias de las hembras pequefias (Hz = 43.15, P < 0.0001) como las de las
grandes (Hs = 34.98, P < 0.0001). En el grupo experimental con hembras pequefias, las cuevas de las
hembras pequefias constructoras fueron mas estrechas que las de los machos pequefios, hembras
grandes y machos grandes, mientras que las cuevas de los machos pequefios presentaron un ancho
menor que las de hembras y machos grandes. En el grupo experimental con hembras grandes, el ancho
de cueva de las hembras y machos pequefios fue menor que el de hembras y machos grandes. Al
comparar el ancho de las cuevas entre individuos del mismo sexo y forma, no se encontraron diferencias
significativas entre las experiencias con hembras pequefias y grandes de ancho de cuevas en ningin
caso (hembras pequefias: U = 86.5, N1 = Np = 15, P = 0.29; hembras grandes: U = 86, Ny =N, =15,P =
0.29; machos pequefios: U = 103, N1 = N2 = 15, P = 0.71; machos grandes: U = 95.5, Ny =N, =15, P =
0.49).

Tabla 4.3. Resultados de las comparaciones entre el ancho de las cuevas para las experiencias de las hembras
pequefias y hembras grandes. Las comparaciones se realizaron con el test de la U de Mann-Whitney.
Abreviaturas: hp = hembra pequefia; hg = hembra grande; mp = macho pequefio; mg = macho grande; vs. = versus

ancho cuevas experiencias hp ancho cuevas experiencias hg
hpvs.mp U=445N;=N;=15"P=0.005 U=66.5 N;=N,=15P=0.06
hpvs.hg U=2,N;=N;=15 P <0.0001 U=23,N;=N2=15,P <0.0001
hpvs.mg U=0,N;=N=15P<0.0001 U=3.5,N;=N;=15,P <0.0001
mpvs.hg U=19,Ns=N,=15P< 0.0001 U=36,Ns=N=15P <0.0001
mpvs.mg U=10,N;=N,=15P<0.0001 U=7.5,N;=N,=15,P <0.0001
hgvs.mg U=65N;=N,=15P=0.06 U =69.5,N;=N,=15,P=0.08
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En las experiencias con hembras pequefias detectoras, las cuevas abiertas fueron: 11 de
hembras pequefias, 9 de machos pequefios, 4 de hembras grandes y 6 de machos grandes. No se
encontraron diferencias significativas entre estas frecuencias (Xs2 = 7.73, P > 0.05). En las experiencias
con hembras grandes detectoras, las hembras pequefias constructoras presentaron 6 cuevas abiertas,
los machos pequefios 9, las hembras grandes 7 y los machos grandes 7, no existiendo diferencias
significativas entre estas frecuencias (Xs2 = 1.27, P > 0.05).

Las hembras detectaron frecuentemente las cuevas (se detuvieron sobre ellas y detectaron seda
y bordes de las cuevas con patas y palpos). Las hembras pequefias detectaron 11 cuevas de hembra
pequefia, 13 de macho pequefio, 11 de hembra grande y 13 de macho grande, de un total de 15 en cada
caso, sin encontrarse diferencias significativas entre estas frecuencias (Cochran Q, Qs = 1.71, P > 0.05).
Las hembras grandes detectaron 11 cuevas de hembra pequefia, 13 de macho pequefio, 10 de hembra
grande y 11 de macho grande, sin encontrarse diferencias significativas entre estas frecuencias (Qs; =
1.54, P > 0.05). Tampoco se encontraron diferencias significativas entre las frecuencias de deteccion
totales de hembras detectoras pequefas y grandes (X412 = 0.43, P = 0.51). En ningUn caso hubo cortejo,
tal cual fue descripto en el Capitulo 2.

Las hembras pequefias penetraron en 5 cuevas de hembra pequefia, en 6 de macho pequefio, 6
de hembra grande y 6 de macho grande, sin encontrarse diferencias significativas entre estas frecuencias
(Cochran Q, Qs = 3.93, P > 0.05). Las hembras grandes penetraron en 6 cuevas de hembra pequefia, en
6 de macho pequefio, 5 de hembra grande y 7 de macho grande, sin mostrar diferencias significativas
entre si (Qz = 0.26 , P > 0.05).Tampoco se encontraron diferencias significativas entre las frecuencia
totales de penetracion en cuevas de hembras pequefas y grandes (X2 = 0.30, P = 0.58). Las hembras
tendieron a entrar con mayor frecuencia en las cuevas abiertas que en las cerradas, tanto las pequefias
(X42 =18.22, P < 0.0001), como las grandes (X42 = 17.55, P < 0.0001). De las 11 cuevas de individuos
de la forma pequenfa en las que entraron hembras grandes, en las 11 existi6 un derrumbe de arena de las
paredes de la cueva, mientras que las hembras pequefias no causaron derrumbe en ningun caso (X2 =
14.46, P = 0.0001).

En las hembras pequefias detectoras, las cinco que penetraron en la cueva de hembra pequefia
permanecieron en ella por mas de 5 min, mientras que en las cuevas de machos pequefios
permanecieron 5 de 6 que penetraron, y 6 de las 6 que penetraron en cuevas de hembras y de machos
grandes. No se encontraron diferencias significativas entre estas frecuencias (Q; = 0.35, P > 0.05). Las
hembras grandes permanecieron en las 6 cuevas de hembras pequefias en las que penetraron, en 3 de
6 cuevas de machos pequefios, en 3 de 5 cuevas de hembras grandes, y en 7 de 7 cuevas de machos
grandes, no existiendo diferencias significativas entre estas frecuencias (Qs = 4.7, P > 0.05). Tampoco se
encontraron diferencias en la permanencia total de hembras pequefias y grandes en la cuevas (X? =

1.58, P = 0.21). Al analizar las frecuencias de permanencia en relacion al largo de las cuevas (mayores 0
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menores respecto al valor medio), se encontré que tanto las hembras pequefias como las grandes

tienden a permanecer con mayor frecuencia en las cuevas mas largas (ver Figura 4.1).
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Figura 4.1. Frecuencia de permanencia en las cuevas para hembras pequefias(P) y grandes (G), para longitudes de
cueva (i) mayores o menores e iguales que la media. Las comparaciones se indican con una llave y se realizaron
con el test de X2.

Las hembras pequefias modificaron las cuevas, tapizando con seda las paredes o la boca en 3
casos en cuevas de hembras pequefas, en 2 cuevas de machos pequefios, en 4 de hembras grandes y
en 4 cuevas de machos grandes, sin encontrarse diferencias significativas entre estas frecuencias (Qs =
1.74, P > 0.05). Las hembras grandes modificaron en 1 caso la cueva de machos pequefios, en 2 las
cuevas de hembras grandes, en 2 las cuevas de machos grandes, y en ningun caso las cuevas de
hembras pequefias, sin presentar diferencias significativas entre las frecuencias (Qs = 1.74, P > 0.05).
Tampoco hubo diferencias significativas entre las frecuencias de modificaciéon de cuevas entre hembras
pequefias y grandes (X4 = 1.71, P = 0.19). Nuevamente, al comparar las frecuencias de modificacién
respecto al largo de la cueva (mayores 0 menores que la media), se encontré que las hembras de ambas

forman modificaron mas frecuentemente las cuevas mas largas (Figura 4.2).
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Figura 4.2. Frecuencia de modificacién de las cuevas por las hembras pequefias(P) y grandes (G), para longitudes
de cueva (i) mayores o menores e iguales que la media. Las comparaciones se indican con una llave y se realizaron
con el test de X2
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DISCUSION

Las hembras de ambas formas de Allocosa mostraron una alta eficiencia en la deteccion de cuevas de
individuos de ambos sexos de su misma y de la otra forma. Se confirma que la localizacién de las cuevas
se basa en sefales quimicas asociadas a la seda de la boca de la cueva o provenientes de su interior, y/
0 deteccién mecanica de la seda, como ya ha sido reportado para otras especies de arafias lobo (Tietjen
& Rovner 1980; Roberts & Uetz 2004). A diferencia de lo ocurrido en las experiencias mixiologicas
(Capitulo 3), las hembras pequefias ingresaron indistintamente en cuevas de su forma como en las
cuevas de hembras y machos de la forma grande.

Teniendo en cuenta estos resultados, las hembras pequefias serian capaces de estimar la
presencia de los individuos de la forma grande dentro de las cuevas. Observaciones preliminares
indicarian que las hembras pequefias tampoco ingresarian a las cuevas de hembras de su propia forma,
cuando éstas se encuentran ocupandolas. No parece probable que la presencia del ocupante se perciba
visualmente por la hembra al asomarse hacia adentro de la cueva, ya que se trata de arafias de actividad
nocturna y que sélo perciben movimientos (Foelix 1996), dificimente observables dentro de una cueva.
Adicionalmente, durante las experiencias se trabajo bajo luz roja, longitud de onda a la cual las arafias
lobo poseerian muy baja recepcion de estimulos visuales (Barth 2002). Considerando que las hembras
pequefias en las experiencias mixiolégicas no ingresaron en las cuevas luego de asomarse hacia
adentro, y que los machos no realizaron ningun comportamiento registrable que pudiera inducir su
respuesta, se sugiere que podria estar involucrada la deteccion de sefiales quimicas volatiles emitidas
por los individuos.

La utilizacién de feromonas volatiles por arafias para atraer a individuos del otro sexo ha sido
reportada exclusivamente en hembras (Tietjen 1979; Searcy et al. 1999; Papke et al. 2001), aunque fue
sugerida para machos territoriales en Leucorchestris arenicola (Henschel 2002), todas éstas especies de
ambientes abiertos. Siguiendo a Schulz (2004), la utilizacion de feromonas volatiles en arafias estaria
restringida debido a que la vegetacién hace dificil la deteccion y localizacion de las “plumas odoriferas”
(trenes de quimicos transportados en el aire). Sin embargo, en ambientes arenosos abiertos, como es el
habitat de ambas formas de Allocosa (Costa et al. 2003), se tornarian sefiales eficaces y de bajo costo.
La presencia de tricobotrias y pelos quimiosensitivos les permitiria no solamente la deteccién del estimulo
sino también la localizacién del emisor de acuerdo a la direccion del viento (Barth et al. 1995). A su vez, la
utilizacién de este tipo de sefiales podria estar influyendo sobre la eleccién de la zona de construccion de
la cueva por los machos, optando por zonas més abierta de vegetacion. La sefial volatil informaria sobre
el sexo y posiblemente el estado fisioldgico del individuo habitante de la cueva, permitiendo a la hembra
discriminar entre posible compafieros de copula, o posibles predadores. La discriminacion entre sefiales
volatiles de hembras en distinta condicion reproductiva como mecanismo de evasién de predacién ha sido

reportado en arafas lobo por Papke et al. (2001).
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Otra posibilidad a considerar seria que existieran feromonas asociadas a la seda de las paredes
internas de la cueva y de la boca, que hubieran perdido actividad durante el periodo transcurrido entre el
desalojo de los individuos de la cueva y la exposicidn de la hembra (24 horas). Si bien este efecto ha sido
citado para arafias lobo (Richter et al.1971; Baruffaldi & Costa 2005), al ser un periodo muy breve no se
considera probable para explicar las drasticas diferencias encontradas.

La mayor permanencia y deposicion de seda en la boca y paredes de las cuevas mas largas
apoyan la tendencia encontrada en los estudios previos (Capitulos 2 y 3), de que estas cuevas son
preferidas por las hembras de ambas formas, posiblemente porque generan un ambiente mas estable de
temperatura y humedad (Foelix 1996), y adicionalmente las protege de posibles predadores. No se
descarta la posibilidad, de acuerdo a los resultados del Capitulo 2, que las hembras permanezcan en las
cuevas a la espera del regreso del macho constructor de ese recurso valioso.

El hecho que las hembras grandes construyeran cuevas mas largas que las reportadas en las
experiencias ante machos de su misma forma (Capitulo 2), podria estar reflejando que al utilizarse
hembras adultas sin pasado reproductivo conocido para la construccion de las cuevas, algunas de estas
hembras fueran copuladas, las que profundizarian mas las construcciones para obtener un lugar mas
seguro y termo e higroestable para realizar su puesta. De acuerdo a los resultados, las hembras
permanecen en las cuevas mas largas y por lo tanto si se repitieran las experiencias con hembras
virgenes como constructoras, de acuerdo a los resultados de los Capitulos 2 y 3, se esperaria una menor
permanencia en las cuevas de hembras que la encontrada.

Las hipétesis planteadas en el presente capitulo necesitan de nuevos estudios para ser mejor
respaldadas. De existir una feromona volatil emitida por los machos de ambas especies de Allocosa,
seria uno de los escasos ejemplos en arafas de la utilizacién de este tipo de sefiales en un contexto

sexual.
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A partir de los presentes estudios se confirma la existencia de dos especies del género Allocosa,
simpatridas y sincrénicas, aisladas reproductivamente entre si y ambas con Inversion parcial de Roles
Sexuales. Ambas especies mostraron diferencias en el nimero de mudas hasta la maduracién, velocidad
de desarrollo, tamafio final y proporcién sexual primaria. Adicionalmente, de acuerdo a sus diferencias en
el tamafio, la forma pequefia y grande de Allocosa estarian sometidas a diferentes riesgos de predacion,
lo cual estaria determinando una mayor cautela de la especie pequefia en el ingreso a las cuevas de
potenciales compafieros de copula.

El dimorfismo sexual de tamafio invertido, el acercamiento de las hembras de ambas especies
hasta la cueva de los machos, el inicio del cortejo por parte de la hembra, y la cesién del macho de un
recurso costoso como es su cueva, quedando expuesto a predacion y limitando su tasa de apareamiento
hasta la construccién de una nueva cueva, coinciden con la hipétesis de Inversion parcial de Roles
Sexuales durante el cortejo, para ambas especies (Gwynne 1991; Andersson 1994). La hipétesis predice
que los machos podrian ser selectivos y las hembras competitivas al momento de la reproduccion, hecho
que requerira de analisis mas exhaustivos en el futuro, por ejemplo, exponiendo simultaneamente
hembras de distintas edades y / o status reproductivo, registrando los comportamientos entre las hembras
y evaluando las respuestas del macho.

La proporcion sexual sesgada hacia las hembras en la forma pequefia, también estaria
apoyando los cambios en los roles sexuales citados, volviendo a los machos recursos aun mas escasos y
valiosos para las hembras. La proporcion sexual primaria, sus influencias sobre la determinacion de la
proporcion sexual operativa, y sus influencias sobre la determinacién de los roles sexuales se consideran
factores claves hacia una mejor comprension de las especies que presentan inversion en los roles tipicos
de cada sexo (Gwynne 1991; Bonduriansky 2001; Kokko & Johnstone 2002). A partir del presente estudio
surge la necesidad de confirmar la proporcién sexual de ambas especies de Allocosa para un nimero de
ootecas mayor, discriminando entre ootecas tempranas y tardias, y discutiendo las diferencias entre
ambas especies y sus estrategias sexuales resultantes. También se considera necesario estudiar la
reluctancia postcopulatoria de la hembra, para determinar la variacion de la proporcién sexual operacional
alo largo del tiempo.

El inusual dimorfismo sexual encontrado, con machos de mayor porte que las hembras, podria
estar implicando ventajas en la construccién de cuevas. Si bien esta posibilidad no fue apoyada por los
resultados de estos estudios, podria darse en un plazo mayor para la construccién de las cuevas, o la
existencia de competencia entre machos por el acceso a determinados lugares dentro del médano que le
permitan la construccion de cuevas mas estables o profundas. De acuerdo con Andersson (1994),
machos de mayor tamafio reflejan competencia intersexual por el acceso a recursos, territorios o eleccion
femenina. Teniendo en cuenta que las hembras no mostraron preferencia por los machos de mayor

tamarfio, posiblemente en este caso se trataria de la competencia por el acceso a territorios preferidos.
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Sin embargo, en la forma pequefia, de confirmarse la proporcion sexual drasticamente sesgada hacia las
hembras, se descartaria una intensa competencia macho-macho, favoreciendo la evolucién de otro tipo
de sistemas de apareamiento como el de arena de apareamiento o lek, con los machos compitiendo por
ubicaciones preferenciales e intensificando su atraccion de las hembras mediante el reforzamiento de las
sefiales de atraccion, como ha sido reportado para otras especies de artropodos (Krebs & Davies 1996).
Considerando que las cuevas son esenciales para el apareamiento, y que las condiciones de humedad,
temperatura, vientos y radiacién solar a la que estardn sometidos los individuos dependeran de la
localizacion de las cuevas, se sugiere como plausible la posibilidad de competencia por el accesos a las
zonas que presenten las mejores condiciones para la construccion de las cuevas. Observaciones
personales en el campo indican agrupamientos de cuevas formando clusters pero se desconoce la
distribucion por sexo y estadio de los habitantes de dichas cuevas. Se requieren de nuevos estudios en
el campo para determinar la distribuciéon espacial de los machos de ambas formas en los médanos, y
analizar de acuerdo a la ubicacion agregada o espaciada, las implicancias sobre las estrategias de los
machos y el sistema de apareamiento resultante en cada especie.

Con respecto a los mecanismos selectivos de cada sexo, se considera necesario ahondar sobre
las sefiales de hembras y machos utilizadas durante el cortejo. Se considera de relevancia discriminar
entre la transmisién sismica o auditiva de las sefiales emitidas por el macho aislando cada canal, y la
caracterizacion y comparacion de las sefales. Estudios de esta indole han sido realizados en arafias
terafésidas cursoriales (Quirici & Costa 2005), en las cuales las sefiales sismicas han mostrado estar
involucradas en los mecanismos de seleccién intersexual y aislamiento reproductivo entre especies
simpatridas y sincrénicas. A su vez, la posible existencia de feromonas masculinas requerirad de un mayor
analisis futuro, confirmando la utilizacién de las sefiales quimicas mediante la exposicién de hembras
ante cuevas artificiales con y sin machos en su interior, ante extractos de seda provenientes de cuevas de
machos de su misma y de la otra especie y finalmente, de confirmarse los resultados anteriores, proceder
a la identificacién quimica de las sustancias involucradas.

Antes de asignarles nombres cientificos a estas dos especies, sera necesario realizar estudios
comparados de la genitalia femenina y masculina y realizar una revision exhaustiva de las especies
sudamericanas del género Allocosa, a la bisqueda de posibles coincidencias con especies ya descriptas.
Esta revision se encuentra en curso (Miguel Simé, comunicaciones personales).

El anélisis realizado en el Capitulo 2 se transforma en uno de los escasos ejemplos de Inversion
parcial de Roles Sexuales estudiado exhaustivamente, y el primer caso claro e inequivoco en arafias.
Ejemplos de esta indole han sido a menudo reportados en otros animales habitantes de ambientes duros
e impredecibles, con periodos de escasez de presas y/ o refugios, sometidos a condiciones extremas de
temperatura, radiacion solar, y exposicion a fuertes vientos. Karlsson et al. (1997) y Lorch (2002) han
propuesto al habitat como un factor crucial en la determinacion de roles de cada sexo en el Reino Animal.
Asimismo, se debe destacar la importancia del estudio de especies de nuestra fauna autéctona como las

presentes, que presentan fendmenos bioldgicos tal vez Unicos y que se encuentran afectadas
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drasticamente por el impacto humano. Ambas especies de Allocosa se postulan como buenos
indicadores del grado de conservacion de los ambientes costeros (Simé et al. 2005), como ha sido
reportado para otras arafas lobo pertenecientes a ambientes costeros afectados por la antropizaciéon
(Marshall et al. 2000). Se considera esencial conocer caracteristicas del desarrollo y estrategias

reproductivas de dichas especies, para la implementacion de las medidas correctas de conservacion.
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