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RESUMEN

Los Opiliones son un Orden de aracnidos que posee caracteristicas
unicas. Muestran una gran tolerancia a otros co-especificos, siendo capaces de
formar grandes agregaciones y poseen la capacidad de secretar sustancias
quimicas. Su segundo par de patas casi no se utiliza en la locomocién sino que
cumple un rol sensitivo y, quizas la mas importante, son los unicos aracnidos
donde la transferencia espermatica es directa. Los machos poseen un verdadero
pene, variable en longitud y forma, que es introducido dentro del orificio genital de
la hembra. Es esta caracteristica unica, ademas de las variadas estrategias
reproductivas, las que transforman a los Opiliones en excelentes modelos para

estudios de seleccidn sexual.

Tradicionalmente en Uruguay los estudios que involucran a este Orden
estaban relacionados con aspectos sistematicos y bioldgicos, pero poco sabiamos
del comportamiento sexual y las estrategias reproductivas. Solo recientemente se
ha comenzado a profundizar esta tematica, es por ello que el objetivo de este trabajo
es describir en detalle, por primera vez en una especie gregaria, el comportamiento
reproductivo de Acanthopachylus aculeatus (Kirby 1818), un Gonyleptidae muy

comun en el sur de Uruguay.

Acanthopachylus aculeatus presentd un comportamiento reproductivo
similar al observado en otros Gonylpetidae, aunque los machos presentaron
comportamientos no descriptos anteriormente. Entre estos se destacan las flexiones
de las patas IV durante la cOpula, luego de que el pene haya ingresado en el orificio
genital femenino. Estas flexiones pueden ser muy intensas, empujando a la pareja
durante la cépula. Asimismo, los machos de A. aculeatus, son capaces de cortejar
y copular a otras hembras inmediatamente después de haber finalizado una copula

previa.

Las hembras también presentaron comportamientos novedosos,

rechazando a machos cortejante girando completamente su cuerpo.
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A diferencia de lo observado en otras especies de Gonyleptidae, tanto
machos como hembras de A. aculeatus permanecen menos tiempo juntos una vez
finalizada la cépula. Esto podria estar relacionado con el gregarismo que la especie
posee y la disponibilidad de parejas sexuales que ello implica. Nuestros resultados
sugieren que la estrategia reproductiva de A. aculeatus es la poliginandria, comun
en varias especies de Gonyleptidae.

Palabras clave: Estrategia reproductiva, Cortejo pre-copulatorio, Cortejo

copulatorio, gregarismo, Opiliones.




INTRODUCCION

La seleccion natural es el proceso propuesto por Darwin para explicar la
supervivencia de los organismos mejor adaptados, o sea, aquellos organismos que
poseen una serie de caracteristicas capaces de aumentar la eficacia en la
fertilizacion y/o supervivencia de su descendencia. Pero también Darwin (1871)
observo que algunas de estas caracteristicas parecian ser contrarias a la seleccion
natural, ya que exponian a esos organismos a riesgos de predacion y gastos
energeéticos mayores a los esperados por este proceso.

Estas caracteristicas sobresalientes (0 “rasgos exagerados” en las palabras
de Darwin), se encuentran preponderantemente, aunque no exclusivamente, en los
machos: olores estimulantes, llamativas exhibiciones de caracteristicas fisicas,
cantos, explosiones de colores brillantes, sinfonias de sonidos y/o regalos, grandes
cornamentas utilizadas para combatir con machos rivales y cortejar a las hembras.
Darwin sostenia que estos rasgos no surgen de una lucha por la existencia en
relacion con otros seres organicos o por condiciones externas, sino de una lucha
entre los individuos de la misma especie y sexo, generalmente los machos, por la

oportunidad de aparearse con el otro sexo.

La seleccion sexual es entonces, un concepto clave a la hora de abordar y
responder interrogantes sobre la seleccién natural. Este proceso fue definido por
Darwin (1871) como aquellos mecanismos anatdmicos, fisiologicos vy
comportamentales que modelan lo que ocurre antes o simultaneamente al
apareamiento y que son utiles para la obtencion de un companiero, ocurriendo de
formas distintas tanto en machos como en hembras. La seleccion sexual entonces
no depende de la lucha por la existencia, como la seleccion natural, sino de la lucha
de los machos por obtencion de pareja (Ghiselin 2010).

La reproduccion sexual implica la presencia de machos y hembras, y supone
la formacién de gametos por meiosis y la fusion del material génico proveniente de
ambos progenitores. Mientras las hembras producen gametos grandes, inmdoviles y
ricos en nutrientes -6vulos-, los machos producen gametos pequefos, casi sin

nutrientes y moviles -espermatozoides- (Parker et al. 1972). La asimetria en el
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tamano de los gametos o anisogamia (Patriquin et al. 2010), supone un gasto muy
superior de las hembras en comparacion con la de los machos, ademas de que las
hembras suelen ser las que presentan una mayor inversion parental en las crias
(Andersson 1994).

Esta desigual inversion en materia de reproduccion entre ambos sexos
explica entonces que, si un sexo invierte considerablemente mas que otro, los
miembros del sexo que menos invierte competiran entre ellos para aparearse con
los miembros del otro (Trivers 1972). Siendo entonces las hembras quienes poseen
un numero limitado de gametos y realizan mayoritariamente un mayor esfuerzo
reproductivo, constituyen entonces un recurso (reproductivo) escaso y por ello
resultan ser selectivas a la hora de escoger pareja (Elgar 1998). Esto hace que los
machos fueran quienes se encuentren bajo presion para ser buenos encontrando,
cortejando y compitiendo por acceder a ellas, maximizando su éxito reproductivo al
conseguir la mayor cantidad de apareamientos posibles (Bateman 1948; Trivers
1972; Emlen y Oring, 1977; Andersson 1994; Elgar 1998).

El éxito diferencial de los individuos al momento de acceder a las hembras
se traducira en la evolucidn de caracteres morfolégicos o comportamentales, que
son preferidas por las hembras aumentando asi su tasa de apareamiento (Krebs y
Davies 1993; Andersson 1994; Cotton et al. 2006). Estos caracteres confieren a los
machos una ventaja selectiva, permitiendo que la hembra pueda reconocerlo y de
esta forma estimular el apareamiento. El limite de estos caracteres exagerados esta
dado por la seleccidn natural, la cual limita la sobrevida a quien los porte (Tinbergen
1964).

Las presiones selectivas varian segun los distintos sistemas de
apareamiento. La monogamia es un sistema de apareamiento en el cual macho y
hembra se aparean exclusivamente entre ellos, al menos durante una estacion
reproductiva. La monogamia ocurriria cuando los machos no pueden monopolizar
hembras o recursos; cuando no obtienen beneficios reproductivos extra copulando
con varias hembras, o cuando la probabilidad de sacar adelante las crias es mayor
con ayuda de ambos padres y los machos pueden aportar a dichos cuidados
(Carranza 1994).




La poligamia ocurre cuando un individuo se reproduce con varios individuos
del sexo opuesto, en un mismo periodo reproductor. Este sistema de apareamiento
se divide en dos: a) poliginia: un macho se aparea con dos 0 mas hembras y b)
poliandria: una hembra se aparea con dos o mas machos. Una variante de las
opciones anteriores es la poliginandria, donde dos o0 mas machos se aparean con

dos omas hembras y vice versa. (Orians 1969; Emlen y Oring 1977; Carranza 1994).

A diferencia de lo propuesto por Darwin, actualmente se piensa que estos
mecanismos no estan restringidos al cortejo, sino que pueden extenderse durante

y después de la cépula (Parker 1970; 1974).

Posteriormente, Thornhill (1983) y Eberhard (1985; 1996) proponen el
concepto de eleccion criptica femenina como una forma de seleccion intersexual
luego de la copula. En este caso, la hembra podria evaluar al macho no solo durante
el cortejo sino también durante y luego de la cépula. Aquel macho que mejor se
desempefara durante estos comportamientos, y/o presentara determinadas
caracteristicas fisioldgicas, podria ser favorecido y favoreceria su paternidad
(Eberhard 1996).

Todo acto reproductivo, supone costos y beneficios para ambos sexos y
existe un balance en términos energéticos para un organismo, en cuanto a tener la
posibilidad de una mayor expectativa de vida aplicando muy poco gasto en términos
reproductivos o invertir todas sus reservas perpetuando su descendencia a la

siguiente generacioén y por ende disminuyendo su longevidad (Carranza 1994).

Considerando esto, no parece extrafio que los machos tengan la tendencia a
aparearse con mas de una hembra, pero el caso contrario no resulta tan obvio. El
aumento en el numero de apareamientos en las hembras posee desventajas:
incrementan el costo de produccion de gametos, la posibilidad de predacion y la
transmision de enfermedades y/o eventuales dafios fisicos disminuyen el tiempo
dispuesto para alimentarse (Parker 1984; Eberhard 1985; 1996; Arnqvist y Nilsson
2000; Huber 2005). Sin embargo, el incremento en el numero de apareamientos
también posee ventajas: aumento en la tasa reproductiva, mitiga el efecto de una

copula con un macho estéril o incompatible genéticamente, mantiene el esperma




viable por mayor cantidad de tiempo y aumenta la diversidad genética de las crias,
lo que permitiria una mejor adaptacién a cambios ambientales (Austad 1984; Alcock
1994; Arnqvist y Nilsson 2000; Elgar 2005; Simmons 2001; 2005).

La Clase Arachnida esta conformada por 11 Ordenes, de los cuales los
Opiliones Sundevall 1883, con aproximadamente 6.534 especies, son el tercero en
diversidad de especies (Kury 2013). Los Opiliones estan presentes en todos los
continentes excepto la Antartida y se clasifican en cuatro Subdrdenes:
Cyphophthalmi, Dyspnoi, Eupnoi y Laniatores (Shultz 2007), éstos dos ultimos
presentes en Uruguay. El Suborden Laniatores, Thorell 1876, con unas 4.183
especies, es el de mayor diversidad especifica y posee una distribucion que abarca
regiones tropicales y subtropicales del hemisferio sur (Giribet et al. 1999; 2002;
Shultz y Regier 2000; Kury 2013).

Los opiliones poseen habitos nocturnos y crepusculares, manteniéndose
refugiados durante el dia en ambientes criptozéicos como piedras, troncos y
hojarasca (Curtis y Machado 2007). Los factores bi6ticos, como la temperatura y la
humedad, son muy importantes para su distribucién, ya que no son eficientes en
evitar la pérdida de agua (Santos 2007). Son omnivoros, alimentandose de materia
en descomposicion, plantas y hongos, aunque son capaces de capturar pequenas
presas como termitas o larvas de insectos (Acosta y Machado 2007). Una
particularidad del grupo, que lo diferencia de otros grupos de aracnidos, es que
muchas especies parecen ser muy tolerantes a la presencia de coespecificos,
siendo capaces de formar densas agregaciones durante el dia. Dentro del suborden
Eupnoi se han encontrado agregaciones de hasta 70.000 individuos y en el
suborden Laniatores encontramos especies que forman agregaciones que van
desde 3 a 200 individuos (Coddington et al. 1990).

Otra diferencia de este grupo en comparacién con el resto de los Aracnidos,
es la capacidad de secretar sustancias quimicas. Estas sustancias se encuentran
en un par de glandulas denominadas “repugnatorias” ubicadas a los costados o
sobre el cuerpo. La secrecion de estas sustancias podria tener la funcidén de barrera
defensiva contra potenciales predadores (Gnaspini y Hara 2007). Finalmente, la
funcién del segundo par de patas es unico de este Orden. El segundo par de patas
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cumple funciones sensitivas y casi no interviene en la locomocion (Willemart y
Chelini 2007).

Mas alla de las diferencias comentadas anteriormente, quizas la mas
importante esta relacionada con su biologia reproductiva. La transferencia
espermatica ocurre en forma directa, siendo esta estrategia unica entre los
aracnidos. Los machos poseen un verdadero 6rgano intromisor, denominado
‘pene”, el cual es introducido dentro del ovopositor de la hembra (Machado y
Macias-Ordoiiez 2007). El pene posee forma cilindrica, esta cubierto por musculos
y, en algunos grupos, presenta una alta complejidad de ornamentaciones en el
extremo, las cuales sirven como caracteres para identificar especies. La
transferencia espermatica se realiza en forma directa al interior de la hembra, salvo
en algunas pocas especies, pertenecientes al Suborden Cyphophthalmi, donde
existen registros de que poseen transferencia espermatica a través de
espermatoéforos, los cuales poseen forma de bolsa, caracter ancestral dentro del
Orden. También se han reportado algunos casos de reproduccién asexuada, por
medio de partenogénesis (Machado y Macias-Ordénez 2007).

El ovipositor femenino es también una estructura cilindrica, que varia en el
largo, segun el Suborden: en el Suborden Eupnoi los ovipositores son altamente
sensitivos y largos, utilizados para seleccionar un lugar protegido y adecuado para
depositar sus huevos (Edgar 1971). Mientras, en los Subrdenes Dyspnoi y
Laniatores, las hembras presentan ovipositores mas cortos, robustos y con menor
cantidad de organos sensitivos (Machado y Macias-Ordoiez 2007). La hembra
deposita los huevos posteriormente de haber copulado en forma individual o en
forma agregada, pudiendo, o no existir cuidado de la puesta por parte de la hembra,

del macho o de ambos (Machado et al. 2015).

Estudios realizados en la ultima década, han demostrado que los opiliones
son excelentes modelos para estudios de seleccion sexual, presentando estrategias
reproductivas muy variadas (Buzzato y Machado 2008; Buzzato et al. 2011;
Machado et al. 2009). En nuestro pais este tipo de estudios son incipientes, Stanley
(2012; 2018), Stanley et al. (2016; 2023) realizaron la descripcion detallada del
comportamiento sexual y las estrategias reproductivas del opilién solitario
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Pachyloides thorelli Holmberg 1878, un Gonyleptidae de pequefio tamafio que vive
en ambientes naturales y modificados del sur del pais. Asimismo, Stanley y
Toscano-Gadea (2011a) y Fernandes et al. (2017) lo hicieron sobre Opisthoplatus
prospicuus (anteriormente Discocyrtus prospicuus) (Holmberg 1876), otro
Gonyleptidae con caracteristicas similares y finalmente, Stanley y Toscano-Gadea
(2011b) realizaron estudios piloto sobre el comportamiento sexual de
Acanthopachylus aculeatus (Kirby 1818), también perteneciente a la familia
Gonyleptidae, endémica de las Américas y una de las mas diversas a nivel
especifico, con aproximadamente 820 especies conocidas hasta el momento, de las
cuales nueve se encuentran presentes en nuestro pais (Kury 2013; Pinto-da-Rocha
y Giribet 2007; Giuliani 2008).

Acanthopachylus aculeatus (Figs. 1 y 2) es una de las especies de mayor
tamano de nuestro pais (entre 1- 1,5 cm de largo corporal) y la mas abundante. Su
cuerpo posee coloracion marrdon verdosa, con dos lineas amarillas que rodean los
costados del cuerpo. Los machos tienen un tamafo mayor que las hembras, una
fuerte espinacion en coxas y fémures de patas IV y area V del cuerpo. En nuestro
pais se distribuye, tanto en areas naturales como modificadas, formando
agregaciones numerosas de mas de 50 individuos (Toscano-Gadea com. pers.)
(Fig. 3). Ademas de Uruguay, su presencia ha sido reportada para Argentina, Brasil
y Paraguay (Capocasale y Gudynas 1993; Kury 2003; Toscano-Gadea y Simo,
2004; Perrone 2016; Acosta 2021).

Dada la capacidad de esta especie de formar agregaciones numerosas y
considerando su limitada capacidad de dispersion (Acosta 2002; Perrone 2016), es
de suponer que la probabilidad de encontrarse con varios individuos -e inclusive con
el mismo- en una o en varias oportunidades durante un mismo periodo reproductivo,
sea alta. Es por ello que nos propusimos describir el comportamiento sexual de A.

aculeatus y determinar cuales son sus estrategias reproductivas.




Pedipalpos

Queliceros

Fig. 2: Hembra (izquierda) y macho (derecha) de Acanthopachylus aculeatus,

La linea indica 1cm (Foto: Carlos A. Toscano-Gadea).




Fig. 3 Agregacion de distintos ejemplares de Acanthopachylus aculeatus en

Punta Gorda, Departamento de Montevideo. (Foto: Carlos A. Toscano-Gadea).

OBJETIVOS

1) Describir, por primera vez, el comportamiento sexual de

Acanthopachylus aculeatus (Kirby 1818).

2) Determinar qué estrategia reproductiva posee Acanthopachylus

aculeatus, considerando las caracteristicas gregarias de la especie.




HIPOTESIS

1) Las interacciones entre machos y hembras antes, durante y luego de la
copula se enmarcan dentro del cortejo pre-copulatorio, copulatorio y post-

copulatorio respectivamente.

2) Dada la existencia de agregaciones, es de esperar que las posibilidades de
encuentro de parejas sean altas, por lo cual la estrategia de apareamiento de A.
aculetus, que se ajusta a su historia de vida, es la Poliginandria (machos y hembras

copulan con distintas parejas sexuales a lo largo de una temporada reproductiva).

MATERIALES Y METODOS

Ejemplares juveniles de A. aculeatus fueron colectados en Punta Gorda,
Departamento de Montevideo (34°53'56.76"'S, 56°04'47.45”0) y Piedras de Afilar
(34°45'42.32”S, 55°33’'11.45”0), Departamento de Canelones (Fig. 4), entre
setiembre y octubre del 2019. En ambos casos las colectas se realizaron en forma

manual, revisando ambientes criptozdicos tales como piedras y troncos caidos.




Piedras de Afilar
(Departamento de Canelones)

Punta Gorda
(Departamento de
Montevideo)

Data 510, NOAA, U.S. Navy, NGA, GEBCO
Image © 2022 Maxar Technologies

Image © 2022 CNES / Airbus Google Earth

Fig. 4: Lugares de colecta de ejemplares: Punta Carretas (Montevideo) y
Piedras de Afilar (Canelones) (Foto Google Earth).

Los ejemplares colectados fueron trasladados al Laboratorio del
Departamento de Ecologia y Biologia Evolutiva del Instituto de Investigaciones
Biologicas Clemente Estable y se mantuvieron juntos hasta la muda de adultez. Este
proceso resulta fundamental para determinar la historia reproductiva de los

ejemplares utilizados.

La temperatura durante el periodo de cria fue de 22,9°C + 1.4°C (26,5°C —
19,5°C) y la humedad fue de 60,65% * 1.7% (rango: 85% - 44%). Una vez realizada
la muda de maduracion, machos y hembras fueron separados a los efectos de
trabajar con ejemplares virgenes. Todos los individuos fueron marcados en distintas
zonas del cuerpo a los efectos de mantener la individualidad. Las marcas se
realizaron con corrector de escritura de color blanco en base acuosa (BIC) el cual
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de acuerdo con Perrone (2016) no afecta a los individuos. Estos ejemplares fueron
colocados en recipientes de 25 cm de ancho, 25 cm de largo y 35 cm de alto, con
tierra como sustrato, restos vegetales, cortezas y piedras como refugio, buscando
imitar el habitat natural de la especie, y un recipiente circular con algodon
humedecido en agua como bebedero y fuente de humedad. Todas las experiencias
fueron realizadas durante los meses de Mayo a Abril, entre las 18 y las 24hs en
ausencia total de luz (para evitar interferencias en el comportamiento de los
opiliones, los cuales son activos exclusivamente durante la noche). La temperatura
durante el periodo de las experiencias, para ambos objetivos, fue de 25,0°C £ 1.3°C
(26.5°C - 23°C) y la humedad fue de 56,9% + 6,9% (rango: 71% - 50%). Todas las
experiencias fueron filmadas utilizando una camara Sony DCR-SR40, con Night
shot.

Semanalmente los individuos fueron alimentados ad libitum con trozos de
pepino (Cucumis sativus)y zucchini (Cucurbita pepo); trozos de larvas del coledptero
Tenebrio molitor (Tenebrionidae), ejemplares muertos de Musca domestica

(Muscidae) y alimento para perros (PrimocaoR).
OBJETIVO 1: DESCRIPCION DEL COMPORTAMIENTO SEXUAL.

Tres hembras virgenes fueron colocadas entre 48 y 72 horas antes de
comenzar las experiencias en un recipiente de vidrio de 15 cm de ancho por 15 cm
de largo y 5 cm de altura, con arena como sustrato y un recipiente con algodon
humedecido con agua para mantener la humedad. Inmediatamente antes de
comenzar las experiencias un macho virgen fue colocado dentro del recipiente en
el extremo mas alejado con respecto a las hembras. Las experiencias se realizaron
a partir de las 18 horas, evitando el ingreso de luz natural. Las mismas tuvieron una

duracion total de 60 minutos, y se tomaron notas de las interacciones observadas.

Una vez finalizada la experiencia, se marco tanto al macho como a la hembra
que copularon, en distintas partes del cuerpo con corrector blanco a base de agua
de modo de identificarlas para ser utilizadas en el objetivo 2. Las marcas se
realizaron en las patas lll, IV y en el dorso del area V. Posteriormente, los individuos

marcados fueron colocados en recipientes separados por sexo.
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OBJETIVO 2: ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS.

Tres hembras copuladas y marcadas fueron colocadas en un recipiente de
vidrio de 15 cm de ancho por 15 cm de largo y 5 cm de altura, con arena como
sustrato y un recipiente con algoddén humedecido con agua para mantener la
humedad. Tal cual se describié anteriormente, las hembras se mantuvieron en el
recipiente de experimentacion entre 48 y 72 horas antes de las experiencias. Un
macho que previamente habia copulado en el objetivo 1 (marcado) con una de las
tres hembras presente en la arena, fue colocado inmediatamente antes de
comenzar las experiencias en el extremo mas alejado respecto al cual se
encontraban las hembras. De esta forma buscamos determinar si existe alguna
preferencia en la eleccion del macho a volver a copular con la misma hembra o de la

hembra a volver a copular con el mismo macho

Al igual que en objetivo 1, las experiencias se realizaron a partir de las 18
horas, evitando el ingreso de luz natural. Las mismas tuvieron una duracion total de

60 minutos y se tomaron notas de las interacciones observadas.

Para ambos objetivos, todas las filmaciones se analizaron con el programa
JWatcher Version 0.9 (Blumstein et al. 2000) para determinar el niumero y duracion
de cada unidad comportamental. Los resultados fueron analizados con el programa
PAST Versiéon 1.18 (Hammer et al. 2003) y con el programa STATISTICA Version
8.0 (StatSoft 2007). Se comprobd la normalidad y homogeneidad de las varianzas
mediante la prueba de Levene. Si las variables mostraban normalidad y
homogeneidad de varianzas, utilizamos la prueba paramétrica t de Student; si no se
cumplia alguna de estas condiciones, utilizamos la prueba no paramétrica U de
Mann-Whitney.

Ejemplares de referencia seran depositados en la Coleccion Aracnoldgica de

la Facultad de Ciencias, Montevideo, Uruguay.




RESULTADOS

OBJETIVO 1: DESCRIPCION DEL COMPORTAMIENTO SEXUAL.

Se realizaron 58 experiencias, de las cuales se obtuvieron 13 copulas, con
una duracion promedio de 7.0 £ 4.8 min. (Rango: 12.6 - 4.1 min.) (Fig. 5). Durante
las experiencias se observaron 16 unidades comportamentales, las cuales fueron

definidas en la Tabla 1.
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Figura 5. Duracion del tiempo de copula de A. aculeatus, observadas dentro del

objetivo 1.




Tabla 1. Descripcidn de las unidades comportamentales observadas durante el

comportamiento reproductivo de A. aculeatus.

Unidad

Sexo

Descripcion

Acercamiento

Macho se acerca lentamente a la hembra
con las patas Il extendidas hacia ella.

Toques patas I

3 9

Toques mutuos con el tarso del segundo
par de patas, en distintas partes del cuerpo.

Toques patas | y Il

3 ?

d realiza toques continuos y acelerados
sobre dorso y patas de la hembra. La @
realiza toques lentos y discontinuos sobre el
dorso del macho.

Macho sobre hembra

4 con pedipalpos extendidos, se impulsa
con el IV par de patas, para ir sobre la ¢.
Sin dejar de realizar toques con patas | y |l
se posiciona frente a la hembra.

Sujecion

Una vez posicionado de frente a ¢, el &
sujeta los queliceros de la .

Desplazamiento

3 ?

Sujetos por los queliceros, se desplazan
por el sustrato.

Elevacion

J apoyado en el IV par de patas, eleva parte
frontal de la %.

Insercion

3 ?

J extiende el pene hasta penetrar el orificio
genital de la ¢.

Cortejo Copulatorio

J con patas |, toca dorso y costados de la ¢,
mientras que mantiene extendidas las patas
Il pudiendo tocar el cuerpo y patas de la .
Esta unidad inicia con la elevacién de la
hembra vy finaliza con la separacion de la
pareja.

10

Tirones

Apoyada sobre sus dos ultimos pares de
patas la hembra tira hacia atras.

11

Movimiento de patas
Il

La hembra balancea en el aire suavemente
el segundo par de patas.

12

Flexiones

El & realiza una o mas flexiones de sus
patas IV, mientras desplazaala ¢

13

Rechazo

Q intenta evitar la sujecién del macho.
Extiende las patas | y Ill a los costados del
cuerpoy eleva las patas |V inclinando la parte
delantera del cuerpo. Asimismo, la ¢ puede
extender lateralmente las patas |, Il y IV
apoyando completamente su cuerpo en el
sustrato.
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Ambos sexos liberan sus queliceros y se
separan finalizando la cépula.

Limpieza de opérculo, 3 o Q raspa con las ufias de sus pedipalpos su
patas y pedipalpos opérculo. &'y ¢ frotan patas I, Il y Il entre
sus queliceros.
3 o Uno o ambos individuos de la pareja se
distancian uno del otro.

14 Separacion 3 Q

15

16 Alejamiento

Durante el desarrollo de las experiencias cinco machos cortejaron vy
copularon con una segunda hembra virgen. Estas recoOpulas (denominadas
segundas copulas), fueron muy variables en duracién: Tres machos tuvieron una
copula mas larga en las segundas copulas que en las primeras, mientras que, dos
machos copularon durante mas tiempo en las primeras copulas que en las segundas
(Fig. 6). A pesar de esta variacion en la duracion de las segunda copulas, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las primeras y las
segundas copulas observadas en este objetivo (5.4 £ 0.7 min; rango: 6.4 — 4.3 min.).
En todos los casos donde se observaron estas segundas cépulas los machos lo
hicieron con una hembra distinta con la que habian copulado previamente. La
demora promedio entre la primera y la segunda copula fue de 4.9 £5.2 min. (Rango:
1.3 -13.7 min.) (Tabla 2).
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Figura 6. Detalle de la duracion de las copulas de los machos que copularon en dos

oportunidades dentro del objetivo 1.

No se observdo una diferencia estadisticamente significativamente al

comparar la duracion de las primera cépulas (n = 13) con las segundas cépulas (n=

5):t=1,63; p =0.124. Tampoco se observaron diferencias en los comportamientos de

cortejo o copula observados entre las primeras y las segundas copulas.

Tabla 2. Duracién y latencia, en minutos, entre las primeras y segundas copulas de

los machos de A. aculeatus que copularon dos veces durante el objetivo 1.

No. Duracion primera Duracion segunda Latencia entre
Macho copula (min.) copula (min.) copulas (min.)
3 4,9 54 1,2
5 4,5 54 5,1
6 7,8 4,3 1,4
8 6,4 6,7 2,5
10 6,2 54 13,3




El comportamiento sexual de A. aculeatus comienza siempre con la
aproximacion del macho hacia la hembra, con su patas Il elevadas, extendidas y
moviéndolas en direccion a donde se encuentra la hembra (Tabla 1). Una vez que
ambos sexos se encuentran pueden tocarse con el tarso de las patas |l (Toques con
patas Il), la hembra puede retirarse alejandose del macho o permanecer junto a él.
Si la hembra se mantiene junto al macho, éste puede realizar una serie de toques
rapidos y continuos sobre el dorso de la hembra utilizando las patas | y I, extender
sus pedipalpos y finalmente flexionar sus patas IV y “lanzarse” sobre ella,
sujetandola de cualquier parte del cuerpo (Sujecion). Este comportamiento se
observo en el 69% de los casos durante las primeras cépulas, y en el 80% de los
casos en las segundas. Las hembras pueden evitar que los machos las sujeten
bajando la parte delantera del cuerpo; apoyando la cara ventral del cuerpo contra el

sustrato; ogirando el cuerpo lateralmente.

Una vez el macho se orienta frente a la hembra, la trae hacia él utilizando sus
pedipalpos y sujetando con sus queliceros los queliceros de la hembra. Lograda la
sujecion el macho flexiona las patas IV elevando a la hembra hasta formar un angulo
de aproximadamente 45° (Fig. 7). Si la hembra no accede a esta posicion la copula
no se lleva a cabo. Durante este proceso el macho evierte el pene y, usando su primer par
de patas, realiza rapidos toques sobre el dorso, el costado del cuerpo y las patas de
la hembra. Al mismo tiempo mantiene el segundo par de patas extendido y elevado
tocando el cuerpo de la hembra (Cortejo copulatorio). Estos toques con las patas |
y Il, disminuyen su intensidad a medida que la copula avanza. A partir de la flexion
del ultimo par de patas, los machos pueden realizar una serie de movimientos
bruscos que parecen empujar y/o atraer a la hembra hacia él (Flexiones).La
ocurrencia de este comportamiento fue superior en las segundas cépulas (N=4; 80%

de los casos) que en las primeras copulas (N=6; 46%).




Fig. 7: Posicion copulatoria de A. aculeatus. (imagen tomada de video con

NightshotR). La flecha de color rojo representa la ubicacion del pene.

Durante las experiencias se observo la interaccion de otras hembras con la
pareja en copula. Estas interacciones consistieron en acercarse a la pareja, tanto al
macho como a la hembra con patas Il y |, subirse e incluso, pasar por debajo de
ellos. En ningun caso se observd que este comportamiento incidiera en la

separacion de la pareja.

La finalizacién de la cépula (Separacion) puede darse porque el macho retira
sus pedipalpos y libera los queliceros de la hembra (38.5% en las primeras copulas
y 20% en las segundas copulas), porque la hembra intenta bajar su cuerpo forzando
al macho a liberarla, y/o realiza una serie de movimientos hacia atras, tirando del
macho hasta que este suelta la sujecion de los queliceros (31% en las primeras
copulas y 60% en las segundas copulas) o porque ambos se separan (30.5% en las
primeras copulas y 20% en las segundas cépulas). Una vez finalizada la cépula,
ambos sexos pasan sus patas I, Il y, eventualmente el lll par, entre sus queliceros.
Mientras esto ocurre el macho puede quedarse junto a la hembra moviendo
lentamente las patas Il o alejarse de ella. Ademas, las hembras pasan los
pedipalpos sobre el opérculo para posteriormente llevarlos a la boca (77% en las

primeras cépulas 100% en las segundas cépulas . Durante las primeras cépulas,
y g




en el 54% de las veces fue el macho quien se alej6 de la hembra, en el 15% fue la
hembra quien se alejé del macho y en el 31% restante ambos se alejaron al mismo
tiempo. Durante las segundas copulas en el 80% fueron los machos los que se
alejaron primero y en el 20% lo hicieron las hembras. La figura 8 muestra el

diagrama de flujo del comportamiento sexual de A. aculeatus observado durante las
experiencias.

l Acercamiento

l

-' Toques con
' patas Il

[

. Toques con .

patas iyl I
| Il
, . patasiyll |
Macho sobre
‘ hembra -l I
l ‘ Limpieza

opérculo : Alejamiento .

i Sujecion | I l
l I_j Desplazamiento : f Separacion '

Elevaciéon

| COPULA .

l l' 1{ Flexiones
Cortejo
copulatorio

[

Movimiento
de patas |l

Figura 8. Diagrama de flujo del comportamiento sexual de A. aculeatus, el grosor de
las flechas representa las distintas frecuencias de transicién entre unidades (70-
100%; 40-70% vy 0-40%). Los rectangulos blancos representan los
L 2 )




comportamientos desarrollados por los machos, los negros los desarrollados por las

hembras y los grises por ambos sexos.
OBJETIVO 2: ESTRATEGIAS REPRODUCTIVAS DE A. aculeatus.

En este objetivo, realizamos un total de 7 experiencias, obteniendo cinco
copulas, con una duracion promedio de 6.2 + 1.4 min (Rango: 7.9 - 4.9 min)
(Fig. 9). Al igual que lo observado en el objetivo anterior, durante el desarrollo de una
de las experiencias, un macho cortejé y copul6 con una segunda hembra. La duracion

de esta segunda copula fue algo menor que las anteriores (5.8 min.).

0 I I I | |
1 2 3 4 5

Numero de experiencia

Tiempo (min.)
N w Y wv (o)} ~

[uny

Figura 9. Duracién del tiempo de copula de A. aculeatus durante el objetivo 2.

No observamos una diferencia estadisticamente significativa al comparar la
duracion de las cépulas de este objetivo (n = 5) con las segundas copulas (n = 5)
del primer objetivo (t = 1,08; p = 0.34), utilizando el test de t para dos muestras
independientes. Lo mismo sucedi6 al analizar la duracién de las copulas de este
objetivo (n = 5) con las primeras copulas del primer objetivo (n = 13): t = 078; p =
0.44. Tampoco se observaron diferencias en los comportamientos de cortejo o
copula de este objetivo con las primeras o segundas copulas del objetivo 1.

No se observaron diferencias en el comportamiento sexual de las parejas que
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copularon en este segundo objetivo al compararlas con las del primer objetivo. De
las cinco parejas que copularon en este segundo objetivo solo un macho copul6
con la misma hembra con la que habia copulado en el primer objetivo. En el caso
donde un macho copul6 con dos hembras, la demora entre ambas cépulas fue de
16.3 min.

En ambos objetivos, las hembras que no fueron observadas copulando con
el macho, interaccionaron con la pareja durante la cépula, utilizando sus patas Il
para rozar el cuerpo de ambos, o incluso, caminando por sobre ellos o por debajo
de ellos. En ningun caso se observo que este comportamiento impidiera o incidiera

en la separacion de la pareja.
DISCUSION

Este es el segundo trabajo que describe en detalle el comportamiento sexual
de un opilidn perteneciente a la familia Gonyleptidae de Uruguay y el primero de una

especie gregaria.

Los comportamientos observados antes, durante y luego de la copula,
permiten sugerir que se encuentran enmarcados dentro del cortejo pre-copulatorio,
copulatorio y post- copulatorio, tal cual se observa en otras especies de la misma
familia ( Stanley et al. 2016). EI comportamiento sexual de Acantopachylus
aculeatus se inicia con machos y hembras desplazandose por el sustrato
lentamente, con sus patas Il extendidas (Stanley et al. 2016; Machado et al. 2015).
Una vez que el macho reconoce la presencia de una hembra, intensifica el toque de
las patas | y Il sobre el cuerpo de ella, iniciando de esta forma el cortejo pre-
copulatorio. Este comportamiento puede estar relacionado con la limitacién en el
uso de estimulos quimicos, vibratorios y acusticos de largo alcance (Edgar 1963;
Willemart y Chelini 2007; Willemart et al. 2009; Fowler-Finn et al. 2014). Asimismo,
Willemart et al. (2009) sefialaron que tanto en pedipalpos como en patas | y Il, existe
una gran concentracion de quimio y mecanorreceptores de contacto que parecen

estar involucrados con el cortejo pre copulatorio.

La sujecion de la hembra es similar a la observada en Pachyloides thorellii y
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Opisthoplatus prospicuus (Stanley et al. 2016, Fernandes et al. 2017), el macho
utiliza sus pedipalpos e inmediatamente después toca rapidamente el cuerpo de la
hembra con sus patas | y II. Si la hembra acepta el cortejo masculino, permite que el
macho se coloque frente a ella y la sujete con sus queliceros y pedipalpos. De esta
forma adoptan la posicion copulatoria comun en los Laniatores: frente a frente, con
la pareja formando un angulo cercano a los 45° (ver tabla 12.1 en Machado y Macias
Ordonez 2007, Stanley et al. 2016, Fernandes et al. 2017), dando comienzo al

cortejo copulatorio.

Las hembras de A. aculeatus mostraron comportamientos para evitar la
sujecion del macho mas variados a los reportados comunmente en otras especies
de Gonyleptidae. Bajar la parte delantera del cuerpo o apoyar el cuerpo en el
sustrato fueron reportados previamente por Stanley et al. (2016); para P. thorellii y
Fernandes et al. (2017) para O. prospicuus, sin embargo, también se observé que
las hembras de A aculeatus pudieron girar el cuerpo completamente para evitar la
sujecion del macho. Este comportamiento resulto tan efectivo como los previamente

nombrados al momento de evitar los avances de los machos.

Durante el desarrollo de una de las experiencias, el macho intento sujetar
a una de las hembras a pesar de la resistencia de esta. Ante la insistencia del macho
la hembra segrego sustancias quimicas, las cuales no evitaron que el macho
continuara insistiendo, ni que la pareja terminara copulando posteriormente.
Considerando la aparente resistencia desarrollada por la hembra a la sujecion del
macho y considerando que el principal rol que confiere la bibliografia a la secrecion
de sustancias quimicas es el defensivo (Eisner et al. 2004) no podemos descartar
que la hembra pudiera haber interpretado el intento de sujecién del macho como un
ataque. Por otro lado el hecho de que la pareja haya terminado copulando podria
estar relacionado con lo propuesto por Holmberg (1986) y Clawson (1988), quienes
sugieren para algunas especies del Suborden Eupnoi, que estas sustancias podrian
estar relacionadas con el reconocimiento sexual. Dado que se traté de un unico
caso, mas estudios son necesarios para determinar si la segregacion de sustancias
guimicas reportadas por primera vez en este estudio, esta relacionada con un rol
sexual, defensivo o una mescla de ambos.
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Estando la pareja en la posicion copulatoria, el macho evierte el pene que es
introducido en el orificio genital femenino. Durante todo este proceso y hasta la
separaciéon de la pareja, el macho toca suavemente el cuerpo de la hembra
utilizando sus patas I. A diferencia de lo observado por Stanley (2018) y Stanley et
al. (2023) en P. thorellii, no se observo si la hembra protruye la boca y/o abre el
opérculo para permitir el acceso del pene. Tampoco fue posible observar si los
machos de A. aculeatus evierten su pene previo a la sujecidon de la pareja como fue
observado por Stanley y Toscano-Gadea (2011b). Estudios a futuro buscaran
determinar el momento exacto de la eversidn del pene y que comportamientos
realiza la hembra a los efectos de considerar si ella colabora con la copula, abriendo
el opérculo y evertiendo el ovipositor para permitir el ingreso del pene como P.
thorellii (Stanley et al. 2023).

A diferencia de lo reportado en otras especies de opiliones, los machos de A.
aculeatus realizaron durante el cortejo copulatorio, una serie de flexiones de las
patas IV. Si bien la intensidad de estas flexiones es visible a través del
desplazamiento de la hembra por el sustrato no sabemos si este comportamiento
cumple con una funcién interna durante la copula. Estudios recientes realizados por
Iglesias et al. (2022) han arrojado luz sobre el funcionamiento del pene y el
ovipositor en Laniatores, estos autores sefalan que comportamientos como lo
observado en A. aculeatus pueden estar relacionados con la remocién de esperma

o la estimulacion genital femenina.

En cuanto a la remocién de esperma, observaciones recientes de Stanley et
al. (2024) confirman la presencia aglutinaciones de esperma sobre y dentro de los
campos de microsetas del pene de los machos de P. thorellii. Estudios con
Microscopia Electrénica permitiran determinar si los penes de A. aculeatus poseen
este tipo de microsetas, pero considerando la correspondencia que existe en los
penes de la familia Gonyleptidae (Kury y Villarreal 2015), es posible que se

encuentren presentes en el pene de A. aculeatus.

Asimismo, otra posible explicacion de este comportamiento podria estar
relacionada con el hecho de la inmovilidad del esperma presente en Laniatores
(Morrow 2004). Dado que el esperma de los machos es depositado en el lumen del
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ovipositor, sin alcanzar los receptaculos seminales femeninos, estas flexiones
buscarian depositar el esperma mas profundo en el lumen y acercarse lo mas
posible a los receptaculos de la hembra. Mas estudios relacionados con aspectos
morfoldgicos y fisioldgicos de la copula son necesarios para comprender este

comportamiento.

De todas formas, y considerando que observamos estas flexiones tanto en
las copulas correspondientes con el objetivo 1 (donde utilizamos hembras virgenes),
como en el objetivo 2 (donde utilizamos hembras copuladas), no podemos descartar
que este comportamiento pueda estar relacionado con la estimulacion genital

femenina y/o con una forma de determinar la calidad masculina (Eberhard 1998).

La duracion de la cépula en A. aculeatus (en ambos objetivos) es similar a la
observada en otras especies de Gonyleptidae (Matthiesen 1983; Elpino-Campos et
al. 2001; Machado y Macias-Orddfiez 2007; Nazareth y Machado 2009; 2010;
Stanley y Toscano-Gadea 2011b; Stanley et al. 2016) y al igual que lo sefalado por
Stanley et al. 2016; cerca del 80% ocurre mientras el macho realiza cortejo copulatorio.
Este comportamiento es comun dentro del Orden y estaria relacionado con la
estimulacion de la hembra y la mayor duracién de las copulas (Machado y Macias-
Ordonez 2007).

A diferencia de lo observado en otras especies de Gonyleptidae, la duracién
del cortejo post-copulatorio en A. aculeatus fue menor. Tanto el macho como la
hembra de A. aculeatus permanecen menos tiempo juntos una vez finalizada la
cbdpula, en comparacion a la que realiza el opilién solitario P. thorellii, aunque similar
a la duracion del también gregario O. prospicuus (Stanley 2016, Stanley y Toscano-
Gadea 2011a). Esta menor permanencia podria ser una estrategia para evitar los
conflictos entre machos llevando a una reduccion del cortejo post copulatorio (Mora
1990; Machado y Macias Ordofiez 2007; Nazareth y Machado 2009; 2010; Stanley
et al. 2016). Asimismo, es posible que la alta capacidad de agregarse de A.
aculeatus explique este comportamiento ya que en este escenario encontrar una
pareja sexual distinta a la anterior, tanto para las hembras como para los machos,
seria accesible en el corto plazo. Capocasale y Bruno-Trezza (1964); Capocasale y
Gudynas (1993); Toscano-Gadea y Simo6 (2004) y Perrone (2016) senalaron la
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formacién de agrupaciones muy numerosas de esta especie en refugios
criptozoicos. Ademas, Perrone (2016) determiné que estas agregaciones no son
permanentes, sino que se forman dependiendo de las caracteristicas de los
refugios, por lo cual los integrantes que conforman estas agregaciones no

necesariamente son los mismos individuos siempre.

Existen tres hipdtesis para explicar el comportamiento gregario de los
opiliones (Holmberg et al. 1984; Machado et al. 2000), las cuales plantean: 1) Que
aumenta la capacidad de defensa frente a potenciales predadores; 2) Que mejora la
proteccion contra la deshidratacion y 3) Que mejora en el éxito reproductivo. El hecho
de que los machos de A. aculeatus fueran capaces de cortejar y copular con otras
hembras luego de una primera coépula, sin esperar un tiempo demasiado
prolongado, parece apoyar esta ultima hipotesis. Si a esto sumamos que mas de
una hembra de A. aculeatus fue capaz de copular con un macho durante ambos
objetivos (N=5 para el objetivo 1 y N=1 para el objetivo 2) podemos sugerir que la
estrategia reproductiva del A. aculeatus estaria enmarcada dentro de la
Poliginandria. Mas experiencias donde la hembra tenga acceso a mas de un macho

son necesarios para confirmar este punto.

En relacion con las interacciones de otras hembras durante la copula, si
bien no podemos descartar que sea el resultado de las condiciones experimentales
(tamafio de la arena), la presencia de sustancias quimicas volatiles durante el
cortejo masculino ha sido sugerida para otras especies de Gonyleptidae (Fernandes
et al. 2017). Ademas, Requena y Machado (2015) determinaron que las hembras
de Gonyleptidae Iporongaia pustulosa son capaces de evaluar la condicion corporal
de los machos a través de la presencia de carbohidratos cuticulares durante el

apareamiento.

Considerando el caracter gregario y la baja capacidad de desplazamiento
de la especie (Perrone 2016) son necesarios estudios a futuro que analicen en
detalle estas interacciones bajo la hipdtesis de la existencia de feromonas
masculinas y la evaluacion de las hembras a los machos durante el apareamiento.
Asimismo, seria interesante determinar si estas interacciones de otras hembras
puede explicar la variacidon observada en la duracion de las segundas cépulas
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observadas durante el objetivo 1y la latencia entre ellas.

Si bien las experiencias de este trabajo fueron realizadas durante el periodo
de actividad de superficie de A. Aculeatus (Perrone 2016) esta especie parece
necesitar condiciones de estudio mas exigentes que las observadas en ofras
especies de Gonyleptidae (58 experiencias y 13 copulas). A pesar de ello, los
resultados obtenidos permiten asegurar que A. aculeatus posee comportamientos
que lo transforman en un excelente modelo para poner a prueba mecanismos de
seleccidn sexual, tanto pre como post copulatorios. ¢, Qué rol cumplen las segundas
copulas observadas en esta especie? ;Por qué duran menos tiempo que las
primeras? ¢ Son las flexiones de patas IV realmente una forma de estimular a la
hembra? ;Qué rol juega la interaccion de otras hembras en la pareja durante la
copula? ; Esta interaccion podria ser una forma evaluacion del macho durante la
copula? ¢ Es posible que la pareja genere sefales quimicas durante el cortejo o la
copula que atraigan a otras hembras receptivas? Estas son algunas de las
preguntas que nos invitan a profundizar en el conocimiento del comportamiento

sexual de este Gonyleptidae gregario.
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