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INTRODUCCION

En 1871, en el tratado de seleccion sexual del E/ origen de las especies, Darwin
describi6 la seleccion sexual como la ventaja que tienen algunos individuos, sobre
otros del mismo sexo y especie, unicamente en relacion con la reproduccidon. Sin
embargo, actualmente se esta estudiando lo concerniente a las ventajas entre
individuos de la misma especie, basicamente entre machos y hembras, ya que estos
comportamientos son los que determinan las variaciones genéticas en relacion con

la reproduccién de las especies.

Se conoce que la seleccion sexual es un generador de cambios genéticos,
evolutivos y etologicos, que suscita multiples patrones de apareamiento y fuertes

conflictos entre los sexos (Uhl et al. 2010).

Actualmente, se ha definido la selecciéon sexual como aquella que tiene lugar
cuando los efectos sobre la eficiencia bioldégica de los genes cambian, desde un
estado evolutivo previo, como consecuencia de las estrategias de uno u otro sexo
(conflicto sexual), hasta generar caracteres que claramente solo sirven para la
reproduccion.

En la seleccion sexual, los genes se enfrentan a escenarios selectivos diferentes,
dependiendo del sexo (Carranza 2009). Un claro ejemplo de esto es la competencia
espermatica; puesto que las hembras se aparean con varios machos, la seleccidn
sexual entre machos continua incluso cuando los machos implicados ya no estan
presentes. Asimismo, dichos estudios dieron lugar al equivalente postcépula, en la
eleccion femenina, denominado eleccion femenina criptica; ejemplo de esto es la

expulsion de esperma después del apareamiento (Eberhard 1998).

Los insectos y aracnidos son excelentes sujetos de estudio de conflicto sexual,
ya que presentan una diversidad de estrategias sexuales genéticas y conductuales
(Elgar y Schneider 2004; Huber 1998). Los aracnidos presentan dimorfismo sexual,
ademas son depredadores; por tal motivo, frecuentemente encontramos conductas
agresivas por parte de las hembras durante el cortejo y, a su vez, respuesta de los
machos (Eberhard 1996). Sin embargo, Buskir (1981) ha reportado que, en arafias

sociales, las hembras exhiben conducta tolerante frente a los machos, lo que



conlleva a un mayor interés en el estudio de la conducta sexual de dichas arafas,
siendo Philoponella tingens Chamberlin y lvie, 1936 una de las pocas especies de

aranas sociales.

Los aracnidos han desarrollado diversas adaptaciones evolutivas, por ejemplo,
el apareamiento multiple en hembras (especies poliandricas). No obstante, estas
enfrentan costos potenciales al cortejar y copular con varios machos, como el
incremento del riesgo de depredacion, la transmisién de patdgenos y la pérdida de
oportunidad de forrajeo (Lewis 1987). En algunos casos, los machos también
presentan grandes costos debido a la poliandria; estos se relacionan con la
‘competencia espermatica”, es decir, la que tienen los espermatozoides de los
diferentes machos que han copulado a la hembra (Elgar 1998). Para evitar esta
competencia, los machos introducen un tapon genital en el conducto sexual de la
hembra después de su propia copula; de esta manera evitan que la hembra copule
con otros machos (Simmons 2001). El tapon genital se ha desarrollado en un amplio
rango de taxones de animales, incluyendo los mamiferos, aves, reptiles, anfibios y
especialmente los insectos y aracnidos (Simmons 2001; Drummond 1984; Eberhard
1996, 2004; Elgar y Schneider 2004).

En el caso especifico de los aracnidos, los machos exponen patrones
elaborados de cortejo, mientras que las hembras generalmente exhiben conductas
de canibalismo, durante y después del cortejo; dicha conducta puede cambiar de
acuerdo con el estatus del macho (Acosta y Quirici 2007; Foelix 2011). Estudios
recientes sugieren que las hembras pueden ejercer una eleccion criptica, durante y
después de la copula; por lo tanto, se esperaria que los machos desarrollen un
proceso de aprendizaje, ya que puede tener influencia en muchos aspectos de la
reproduccion sexual (Eberhard 1985, 1991, 1996). El conflicto sexual es el ultimo
paradigma que se ha incorporado en el estudio de la seleccion sexual (Arnqvist y
Rowe 2005) y muestra hasta qué punto la fuerza evolutiva puede dar lugar a
comportamientos y adaptaciones que no encajan en una vision idealizada de la

naturaleza (Cordero y Santomalazza 2009).

Los machos de P. tingens, frecuentemente, insertan un tapén genital en la

hembras después de haber efectuado la cépula (Uhl et al. 2010). Se ha reportado



que el tapon genital (TG) podria prevenir la desecacion de espermatozoides, evitar
la pérdida de esperma por fuga (Eberhard y Huber 2010; Friesen et al. 2013),
proteger de infecciones genitales (Eberhard 2004) y reducir la competencia
espermatica, al disminuir las oportunidades para la hembra de una re-inseminacién
(Simmons 2001). Sin embargo, si la presencia del TG en hembras tuviera un efecto
positivo para ambos sexos —lo cual es poco probable puesto que las hembras
tienen interés en ser poliandricas (Timmermeyer et al. 2010) —, la seleccién natural
podria favorecer que la hembra contribuyera con material o cooperara en términos
conductuales (Aisenberg y Eberhard 2009; Eberhard y Huber 2010). Empero, si el
TG es un recurso de los machos para evitar la poliandria en hembras, se convierte
en un conflicto sexual (Koprowski 1992; Timmermeyer et al. 2010; Uhl et al. 2010;
Friesen et al. 2013).

En aranas, se ha observado la formacion del TG de material amorfo en 254
especies de 38 familias, en su mayoria del clado Enteleginae (Uhl et al. 2010); las
caracteristicas y efectos del TG se han estudiado en pocas familias (Ramirez et al.
2010; Uhl et al. 2010). En muchas especies que presentan TG, el acoplamiento en
hembras se ha observado sin la presencia previa del TG (Ehrlich and Ehrlich 1978;
Matsumoto and Suzuki 1995; Polak et al. 1998). En la mayoria de los taxones, el TG
actua solo en el corto plazo, como tapén. Si fuera permanente -o de largo plazo-
podria prevenir (o retrasar) la ovoposicion (Simmons 2001; Eberhard y Huber 2010;
Uhl et al. 2010). En el clado de los Ditrysia (Lepidoptera) y en el grupo de aranas
Entelegynae (Araneae), la permanencia del TG es posible ya que las hembras
poseen un sistema copulatorio independiente del conducto ovipositor, que permite a
la hembra poner los huevos (Uhl et al. 2010). Incluso en este grupo, el acoplamiento
en hembras sin la presencia de un TG previo, se observa frecuentemente (Ehrlich y
Ehrlich 1978; Matsumoto y Suzuki 1995; Ramirez et al. 2010; Uhl et al. 2010).

El conocimiento de las variacion en el TG es importante para la evaluacion de
la hipotesis sobre la evolucion de los TG. Por ejemplo, en hembras la evolucion
hacia la remocion del TG, si éste previene la competencia espermatica (Matsumoto y
Suzuki 1995; Masumoto 1993), mientras que los conflictos sexuales predicen la

evolucion de la remocion del TG (Koprowski 1992).



Philoponella tingens se distribuye comunmente en la selva tropical de México,
Costa Rica, Panama y Colombia. Es una especie estacional. Habita en colonias con
un maximo de 50 individuos, en telarafas individuales, construidas estrechamente.
Principalmente, las hembras construyen telarafias, aunque algunos machos jovenes
también lo hacen. Existe dimorfismo sexual, ya que las hembras presentan de entre
2.8 mm a 4.0 mm y los machos de 2.2 mm a 2.8mm. A lo largo de un afo, varias
generaciones se reproducen y las hembras ponen ovisacos con un promedio de 10
huevos (Lubin et al. 1978). Esta arafia es un excelente modelo biolégico para
estudiar el comportamiento sexual de aranas sociales y se adapta facilmente a las

condiciones de laboratorio (Gutiérrez y Cordero, 2014).

En este trabajo en particular, se plantearon las siguientes preguntas: (a)
¢ Como se desarrolla el cortejo de P. tingens? (b) ¢Los machos insertan TG en
hembras? y (c) ¢ Existen conflictos sexuales derivados del TG? Para incursionar en
ello, se realizd una descripcion detallada sobre el cortejo de P. tingens en
condiciones de laboratorio, evidenciando la presencia del TG en las hembras y los

posibles conflictos sexuales que conlleva.

Asimismo, se analizaron los patrones de presencia de machos en telaranas
construidas por hembras, con la finalidad de corroborar si las hembras de P. tingens
son tolerantes al presentar menor agresividad ante los machos, por pertenecer a las
pocas especies de arafias sociales. Ademas, acerca de los TG, se enfocod a
responder las preguntas: (d) ;Cual es la proporcion de hembras acopladas que
presentaron TG en campo?; (e) ¢ Cuando se deposita el TG en la hembra?; (f) ¢Las
hembras aisladas pierden el TG o lo retiran ellas mismas? Para ello, se analizo la
variacion en la permanencia del TG en hembras que copularon en laboratorio y en
hembras colectadas en campo con TG previo a la captura. Con la finalidad de
realizar posteriormente un estudio sobre la posible adaptacion de extraer el TG por

las hembras.
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RESUMEN

El estudio de la conducta sexual en arafias sociales nos permite conocer los limites
de la conducta agresiva o el grado de tolerancia hacia los machos, por parte de las
hembras durante el cortejo, debido a que la mayoria son solitarias, territoriales y
canibales. Se describié el cortejo y el comportamiento sexual de la arana
Philoponella tingens, en condiciones de laboratorio en Barro Colorado, Panama. Se
evaluaron los patrones de ocupacion de las redes construidas por las hembras en el
campo, al investigar la igualdad de género presente en redes y reconocer el grado
de socialidad de P. tingens y por ende, el grado de tolerancia que podria presentar la
hembra frente al macho en los cortejos.

Se llevaron a cabo observaciones sistematicas en laboratorio sobre el
comportamiento sexual en 47 parejas, de las cuales 31 cortejaron y diez copularon.
Se observo la insercién del tapdn genital en tres parejas, para un total de 19
comportamientos sexuales, basados en ocho categorias arbitrarias. Los resultados
indican que el 21 % de los machos que cortejaron llevaron a cabo inserciones.

Las hembras presentan conductas tolerantes ante los machos, no obstante
llevaron a cabo comportamientos agresivos en siete casos. Los machos presentan
conductas de defensa ante las agresiones de las hembras, como es el hilo de cortejo
y apareamiento. Existen cortejos sin insercion genital en el 45% de los 31 ensayos
que cortejaron, sin embargo se observo la insercion del tapdn genital en seis
hembras y, finalmente, hembras con tapdn genital en ambas espermatecas en tres

hembras que copularon en laboratorio.

Palabras clave: Cortejo, copula, tapon genital, conducta sexual.
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INTRODUCCION

El estudio de la seleccion sexual, el cortejo y el apareamiento de las arafnas es uno
de los aspectos mas intrigantes de la ecologia de arafias; sin embargo, existen
pocos estudios de conducta sexual y aspectos de reproduccion en arafas sociales
(Lubin, 1986; Smith, 1997; Pruitt y Riechert, 2009, 2011; Viera, 2011). La mayoria de
las arafas son solitarias, territoriales y canibales. Sélo se han descrito 60 especies
que presentan algun tipo de sociedad (Aviles 1997; Uetz y Hieber 1997), como en el
caso de Philoponella tingens Chamberline y lvie, 1936. Esta especie se distribuye
comunmente en la selva tropical de México, Costa Rica, Panama y Colombia. Se
registrd la presencia de P. tingens en la Reserva Volcan Tacana, Chiapas, México,
siendo este un nuevo registro en el pais (Ibarra-Nufiez et al., 2011). También se
registré por primera vez la especie en el estado de Puebla, casi frontera con

Morelos, con la presencia de dos machos (Nieto-Castafieda et al., 2014).

Philoponella tingens es una especie estacional, habita en colonias con un
maximo de 50 individuos en telarafias individuales construidas estrechamente.
Principalmente las hembras construyen telarafias, aunque algunos machos jovenes
también lo hacen. Las hembras presentan longitud corporal de entre 2.8 a 4.0mm y
los machos de 2.2 a 2.8mm. Cada afo, varias generaciones se reproducen y una
sola hembra pone sacos con un promedio de 10 huevos/saco (Lubin et al., 1978).
Esta especie representa un modelo biolégico adecuado para estudiar el
comportamiento sexual de una arana social y se adapta facilmente a las condiciones

de laboratorio.

Las vibraciones, el uso de feromonas y sefiales tactiles constituyen conductas
importantes en el cortejo de las aranas (Huber, 2005). En las aranas sociales, las
hembras, a pesar de ser agresivas, no inhiben el comportamiento de cortejo de los
machos; las hembras exhiben habitos tolerantes (Buskirk, 1981). Sin embargo,
Eberhard (1996) observd que las hembras muestran mas de 20 posibles
mecanismos de eleccidn criptica que eventualmente producen un sesgo en la

seleccion sexual, sin embargo estos mecanismos se han estudiado poco.

Por otro lado, los machos de algunas especies de aranas han desarrollado
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estrategias para contrarrestar ciertos mecanismos de seleccioén, tales como la
insercion de un tapon genital o clavija de acoplamiento (en adelante TG), que impide
la copulacion posterior de hembras apareadas con otro macho. Los machos de P.
tingens con frecuencia insertan el TG a la hembra después de la copula (Uhl et al.,
2010), No obstante, la funcion y la evolucion de este dispositivo aun no estan bien
comprendidas. No se ha reportado una descripcion detallada del cortejo de P.
tingens, sin embargo algunos autores mencionan la presencia del tapdn genital en la
familia Uloboridae y en P. tingens (Uhl et al. 2010, Gutiérrez y Cordero 2014). En
este trabajo describimos, detalladamente, la conducta sexual y cortejo de P. tingens,
asi como la insercion del TG en hembras que copularon en laboratorio, también se
describen los patrones de ocupacién de machos y hembras en las redes construidas

por hembras en campo.

METODO

Area de estudio.— Llevamos a cabo las observaciones de la conducta sexual de P.
tingens en las instalaciones del Instituto Smithsonian de Investigaciones Tropicales
(STRI) en la isla de Barro Colorado, Panama, a 30 kilometros al noreste de la ciudad
de Panama (9° 09' N, 79° 51' W), de julio a agosto de 1996. El area cubre un total de
1500 ha.

Patréon de ocupacion de telarafias en el campo, madurez sexual y presencia de
TG.- Durante 15 dias, caminamos cautelosamente por los senderos entre la
vegetacion de Barro Colorado, buscando telas de P. tingens. Las aranas se
identificaron por su color negro con anillos de color gris en el centro de la tibia y el
fémur, los anillos de color gris se difuminan por completo en manchas grises en el
caparazon (Opell, 1979). Registramos un total de 50 redes y la presencia/ausencia
de machos y hembras para cada una de ellas, con la finalidad de conocer el grado
de sociabilidad de la especie, lo que aportdé informacién sobre el grado de
agresividad de la hembra en el cortejo. Después, capturamos todas las hembras
registradas y las trasladamos al laboratorio de STRI para corroborar su madurez
sexual y la presencia de TG., con ayuda de un microscopio estereoscopico
OlympusBH2®.
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Cortejo y apareamiento en condiciones estandares.- En condiciones estandares
de laboratorio a 20°C e iluminacion natural, se colocaron 65 hembras en dos
dispositivos diferentes: (a) en vasos de plastico desechables (6 cm de alto, 3.5 cm
de diametro inferior y 5.7 cm de diametro superior) o (b) en una caja de carton
cubica sin tapa (aproximadamente 8 cm de lado y 4.5 cm de altura), en donde se les
permitio tejer sus telaranas. En general, construyeron sus redes en la parte superior
de los dispositivos. Para tratar de inducir el cortejo, se introdujo un macho en un
vaso 0 caja ocupados por una hembra en su telarafna. Nos aseguramos de que el
macho estuviera en la telarafa, pero cerca del borde de la caja (las hembras
generalmente se encontraban en el centro de la red). Cada cortejo se efectud con
individuos diferentes. Se registraron todos los actos conductuales relativos al cortejo
sexual a partir de que el macho se introdujo en la red de la hembra, hasta que el

macho se retird a la orilla del vaso sin realizar mas conductas.

Las observaciones se realizaron a simple vista y se registraron en audio en la
mayoria de los casos y, en ocasiones, con la ayuda de un microscopio
estereoscoépico marca OlympusBH2®, por lo general a bajo aumento. Una vez que
iniciaron los cortejos, fueron filmados con una videocamara marca SonyDCR®,
montada en un tripié que se centro directamente en la red depositada en la caja. Los
datos sobre las secuencias conductuales se registraron en una grabadora de audio
portatil marca SonyTM®, asi como algunos registros no grabados se transcribieron
en papel. El estudio tuvo un impacto minimo en la poblacion de P. tingens, nos
aseguramos de llevar a cabo el trabajo con extrema precaucion para no lastimar a
los individuos; no se utiliz6 ninguna marca y los especimenes fueron retornados

vivos a los sitios de recolecta original.

Analisis de las conductas mas representativas de la secuencia de cortejo.-

Analisis de datos.-

Para determinar el patron de ocupacion por género de las telarafas en el campo,
usamos una prueba de bondad de ajuste 7 2 comparando las frecuencias de

machos vs. hembras.
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Para la observacion del cortejo y apareamiento, en primer lugar, se contaron las
ocurrencias de cada acto conductual y calcul6 el porcentaje de cada uno de ellos. En
segundo paso, a partir de estos actos conductuales, se crearon categorias
conductuales mas generales para analizar las secuencias conductuales. Estas
categorias fueron: (a) cortejo, cuando el macho se acercd a la hembra e intento
algun tipo de contacto fisico; (b) sin cortejo, cuando el macho no se acercé a la
hembra y se mantuvo en la orilla del espacio experimental; (c) hembra agresiva,
cuando la hembra presenté con frecuencia conductas agresivas hacia el macho e
incluso lo atacé una o varias veces; (d) sin coépula, cuando el macho realizo
conductas de cortejo, pero no logré copular con la hembra; (e) copulé una vez,
cuando el macho realizé cortejo y copuld una vez en uno de los conductos genitales
de la hembra; (f), copuld dos veces, cuando el macho realizé cortejo y copuld los dos
conductos genitales de la hembra. Se sumaron las ocurrencias de cada categoria
conductual, obteniendo asi sus frecuencias. Estas se compararon mediante la
prueba de probabilidad log (G Test). Se representaron los porcentajes de los actos

conductuales mediante un diagrama de flujo.
RESULTADOS

Patréon de ocupacion de telarafias en el campo, madurez sexual y presencia de
TG.- Enlas redes de P. tingens de la selva, se encontré un total de 65 hembras 'y 77
machos asociados a 50 telaranas. Los numeros de machos y hembras no fueron
significativamente diferentes (x*> = 66; df = 1; p = 0.55). Se corrobord la madurez
sexual y la presencia de TG en 36 hembras, sin embargo no fue posible confirmar

con exactitud el nivel de desarrollo en las hembras restantes (29).

Observaciones preliminares y analisis de la secuencia de cortejo y
apareamiento.- Derivado de las observaciones de las conductas sexuales entre
machos y hembras en 31 ensayos en condiciones de laboratorio registramos.

1) conductas especificas de cortejo y prevencion de ataque por parte de las
hembras, asi como la insercién de tapon genital en los ductos de la hembra por el
macho, en tres casos; 2) conductas de agresion por parte de las hembras y la
respuesta a ello por parte de los machos, se presentaron seis casos de agresion que

impidieron la copulacion y un caso de ataque mortal; y 3) la presencia del TG en 36
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hembras provenientes de campo, asi como en tres hembras que copularon bajo

condiciones de laboratorio.

Cortejo y apareamiento en condiciones estandares.- Se describen 19
comportamientos sexuales de los machos (4) y hembras ({) registrados en 47
ensayos de cortejo de P. tingens logrados y se realiza una descripcion detallada de
la conducta sexual (Ver apartado especial). A continuacion se describe sucintamente
la conducta sexual de P. tingens.

En los primeros minutos después de introducir al & sobre la telaraia de la @, el
J se orientd en direccion a la Q@ en un 5% del total de conductas, lo que sugiere que
posiblemente el & percibe la presencia de la ¢, o de una presa. El & se desplaza en
direccion a la @ un 19%. A esta conducta, de ahora en adelante, la hemos descrito
como “acercarse”. Con un porcentaje de 4% el & se acerco golpeando la tela con
sus patas anteriores (de ahora en adelante se indica como “tocar la red”); en 1% de
los casos, el & toco la red de manera rapida (de ahora en adelante se sefiala como

“vibrar”).

Ocasionalmente, los & construyeron un hilo salvador, anclado a la orilla de la
red, disenado para apoyar su huida cuando la ¢ presentaba una conducta de ataque
la cual fue efectuada en un 1.4%, a esto lo nombramos “hilo de cortejo y
apareamiento”, siendo 1.4% de macho que efectuaron dicho hilo. En algunas
ocasiones (5%) la ?flexioné suavemente sus patas sin separarlas de la telarafna (de
ahora en adelante, referiremos este acto conductual como “flexién de patas”),
cuando efectud dicha conducta con mas fuerza la denominamos “sacudir la red”,
ocurrié en un 4%. Ante dicha conducta, el 4 reaccioné huyendo, asi como cuando la

Q se desplazaba con rapidez en direccion al & (ataque) en 1.4%.

Los machos se acercaron e incluso tocaron suavemente las patas de la @ en
4.8% (tocar patas), siendo la respuesta de la ¢ el atacar en 1.4% o en otras
ocasiones con un porcentaje menor de permanecer sin movimiento e incluso
extendieron las patas en un 1.7%, indicando la aceptacién del &; sin embargo, el &
huy6 1.5% de las veces y con menor frecuencia (0.17%) la Q@ realizé la conducta de

retraer las patas en un 0.17%, el 3.6% de Q se alejé, mientras que el 14.7% de &
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también se retird. Los machos se acercaron y tocaron las patas de la hembra
reiteradamente, hasta que en un momento la @ se mostré agresiva, lo que derivé en
muchas ocasiones en un cortejo infructuoso; sin embargo, en algunas ocasiones
ocurrié la copula, siendo en la mayoria de las veces cuando el 4.8% de los & tocd
las patas la @ e, inmediatamente después, el & acomodé la parte abdominal,
permitiendo entrara en contacto con la parte abdominal de la ¢ durante algunos
segundos (a lo que lo denominamos como contacto abdominal y ocurri6 el 0.4% de
las veces), seguido de la intromision de los pedipalpos en una de las dos aperturas
genitales. Otro tipo de conducta fue cuando la @ se dirigié6 hacia el &, en un
movimiento que parece jalarlo hacia si (esto lo denominamos jalar y ocurrié 1.9%), e

incluso el & huyé.

Posterior a la primera intromision, el & se retiré y al pasar unos segundos
realizé las conductas descritas previamente hasta lograr una segunda intromision.
Cabe senalar que el tapon genital se observd Unicamente al finalizar la segunda
intromisién. Entonces la 9 efectudé algunas o varias de las siguientes conductas,
alejarse, sacudir la red, flexién suave de las patas o permanecer sin movimiento. Los
J llevaron a cabo las siguientes conductas, antes o posterior a la copula: aproximar
sus patas a la boca (a lo que denominamos limpieza de patas y se hizo el 1.2% de
las veces); llevar una o ambas patas a la boca, dejando la parte distal dentro de la
boca, este evento ocurrio el 0.7% y lo designamos limpieza de pedipalpos;
finalmente, 0.3% de las veces los machos sostuvieron una masa blanca amorfa en la
boca, la cual aplicaron en sus palpos, lo que llamamos induccion espermatica, (el
macho construye una tela, en la que deposita una gota de esperma que es cargado

de los émbolos palpares).

Los resultados revelaron 19 comportamientos sexuales en el cortejo de P.
tingens; 15 de estas conductas las llevaron a cabo los & (Tabla 1). Sin embargo,
cuatro conductas fueron exclusivamente por hembras (atacar, jalar de la red, sacudir
la red y flexiéon de las patas). Algunos de estos comportamientos son indicativos de
agresion (ataque y sacudir la red), puesto que el & reacciond con la conducta de huir
cuando la & se acercd. Cuando las @ realizaron flexiones de las patas y se

acercaron al &, la respuesta de estos fue huir o alejarse. Sin embargo, en algunos
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casos dichos movimientos no causaron la conducta agresiva en @, e incluso el &

mostrd reacciones en respuesta al estimulo, ya que se acercé ala 9.

Los & también llevaron a cabo conductas especificas de su sexo, indicativos de
estimulo, como vibrar la red con las patas y tocar las patas de la hembra, entonces
las @ mostraron interés en los & y efectuaron conductas de aceptacion, como el
contacto de patas, flexiones suaves de las mismas y la extension de las patas
orientandolas hacia el macho e incluso el contacto de patas.

En los 47 ensayos, una frecuencia significativamente superior de machos
cortejaron hembras (66%, Fig. 1) que machos que no lo hicieron (34%) (G = 4.87, df
=1, p = 0.027). De estos, 45% de los machos tuvieron cortejo sin copular con las
hembras, lo cual es significativamente superior que el 21% de los machos que si lo
hicieron (21%), (G = 3.99, df = 1, p = 0.046). En un tercio de los casos, la ausencia
de copula fue a causa del ataque de la hembra cortejada, cuando en los dos tercios
restantes fue por agresion sutil por parte de la hembra (G = 3.99, df = 1, p = 0.046).
No hubo diferencia significativa en el nimero de veces que copularon, una (15%) o
dos veces (6%) (G = 1.65, df = 1, p = 0.120). En 21% se observd un contacto
abdominal e insercién, de los cuales en siete parejas que observamos insercion en
espermatecas. El cortejo se describié detalladamente en seis parejas y se ha
evidenciado la presencia de tapones genitales completos en los tres ensayos en los
que se observd copulacidn e insercion en ambas espermatecas. En los siete casos
en que observamos la cépula en una sola espermateca se observo el tapdn

incompleto.

DISCUSION

El estudio de la ocupaciéon de telas construidas por hembras mostré similitud en la
composicidon de sexo en las telas de P. tingens. De tal manera, podemos asentir que
los dos sexos parecen coexistir en numeros comparables en las redes construidas
por las hembras. Esto se atribuye al hecho de que P. tingens es una arafia social;
asimismo, observamos que en su comportamiento sexual exhibié un rango bajo de
agresividad, por parte de las hembras. Sin embargo los machos mostraron

comportamientos que indicaron precaucion contra posibles ataques por parte de las
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hembras, asi como la conducta de los hilos salvadores HCA-1 descrito por Patel &
Bradoo (1986). Pruitt 2009, realizé un estudio comparativo de la conducta sexual en
arafas sociales y no sociales de la arana Anelosimus studiosus y demostraron que
los machos que cortejaron con hembras sociales sufrieron significativamente menos
canibalismo pre copulatorio que los que cortejaron con hembras asociales. Por lo
tanto, el autor propone que los machos prefieren cortejar con hembras sociales
siendo adaptativo porque las observaciones fueron asimétricas en los sucesos de
cortejo.

Los machos aparentemente advierten un comportamiento agresivo por parte de
las hembras, sin embargo no descartan el cortejo y apareamiento, e incluso
observamos que son activos en el cortejo, mientras que las hembras se mantuvieron
en general sin efectuar movimiento alguno durante largos periodos de tiempo, solo

respondiendo a las acciones de los machos.

Como parte esencial en las conductas durante el cortejo llevado a cabo por los
machos, observamos que vibraron alternando las patas traseras y observamos
unicamente dos individuos que hicieron las vibraciones en ambas patas al mismo
tiempo, logrando cortejo con éxito en un periodo de tiempo mas corto en
comparacion con otros ensayos. No podemos, sin embargo, asegurar que tal
comportamiento es exitoso en la especie, ya que se observo solo en dos ocasiones,
sin embargo, se demostrd que las hembras de la especie Hygrolycosa rubrofasciata
(Parri et al. 1997), prefieren un zumbido y una gama de vibraciones rapidas, lo que
parece estar asociado con un mayor nivel de consumo de alimentos por parte de los
machos que efectuaron dicha conducta. Lo anterior sugiere el empleo de una sefial

honesta por parte de los machos.

En futuros estudios, se podria comprobar si la doble vibracion de los machos
de P. tingens, es una sefal honesta o no. Los machos también llevan a cabo durante
el cortejo la induccidn espermatica, por lo general durante la primera y segunda
copula. Algunos machos realizaron la induccién espermatica sin copular, e incluso
algunos realizaron tal comportamiento sin cortejar a la hembra. Es importante
mencionar dichas conductas como prueba para futuros estudios, asi como el hecho

de que algunos cortejos presentaron constantes intentos de coépula, efectuando
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reiteradamente conductas de cortejo, pero sin éxito, posiblemente debido a la

seleccion criptica por parte de la hembra.

Se ha demostrado, en estudios, que hay mas de 20 posibles mecanismos por
los cuales las hembras rechazan apareamientos (Aisenberg y Eberhard, 2009). En
algunas pruebas se observo que los machos llevan bolsas de esperma, lo que les
llevdé mucho tiempo en el cortejo, e incluso sefalamos que algunos machos con esta

conducta no cortejaron.

Las hembras mostraron tapones genitales completos en los ensayos en los que
se observd copulacion e insercion en ambas espermatecas. En aquellos casos en
que observamos la copula en una sola espermateca, el tapdn genital se observo
incompleto, de tal manera que no cubrié totalmente el epiginio, pero no podemos
garantizar que el macho coloca el tapon genital en la primera insercion, ya que la
copula se realiza en microsegundos, lo que dificulta la presentacion de informes
precisos por el observador. En algunos casos, las hembras no presentaron ningun
tapén genital completo. Sin embargo, sabemos que las hembras son capaces de
controlar el final de la cépula, debido a que justo antes que los machos comiencen a
insertar el palpo, la hembra tira los queliceros del macho hacia ella, asi que pueden

interrumpir el apareamiento cuando lo desee, unicamente abriendo sus colmillos.

Este ultimo sucede a menudo cuando se produce la separacién (Eberhard y
Huber 1998). No tenemos ninguna evidencia en este estudio que la hembra
contribuye al desarrollo de tapon genital como se observa en otras especies
(Aisemberg y Eberhard, 2009). La presencia de tapon genital parece ser una
estrategia del macho para asegurar la descendencia, ya que a menudo las hembras
tienden a aparearse con varios machos sin exhibir agresividad. Observamos cortejos
con conductas agresivas realizados por la hembra desde el principio y, en algunos
casos, no permitieron que el macho se acercara. Lo cual podria ser indicacion de
que la hembra ya ha tenido una cépula antes del cortejo. En otras pruebas se
observd lo opuesto, la hembra aceptdé al macho desde el inicio del cortejo. Tanto
machos como hembras mostraron comportamientos exclusivos de su sexo, la
agresividad en las hembras y los comportamientos estimulantes en los machos.

Algunos de los comportamientos, en el caso de las hembras (flexiones de las patas y
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acercamiento), también se observaron en cortejos exitosos. Observamos en escasas
ocasiones que la hembra presentdé el comportamiento de escape (H), no soélo el

macho.

CONCLUSION.

El estudio de la ocupacion de redes en campo de P. tingens mostré un alto grado de
sociabilidad de la arafa, ya que evidenciamos que ambos sexos habitan de manera
homogénea las redes en campo construidas por hembras. El estudio de la conducta
sexual de P. tingens como arafa social fue concluyente, ya que las hembras
presentaron conducta tolerante ante los machos, debido a su condicion social y el
cortejo por parte de los machos fue activo; sin embargo los machos presentaron
conductas de precaucion ante la agresividad de la hembras, como es el hilo de
cortejo y acoplamiento. De los 47 ensayos de cortejo que realizamos, 31 parejas
cortejaron; derivado de los ensayos de cortejo describimos 19 conductas sexuales
de machos y hembras, asi como ochos categorias de comportamiento sexual.
Evidenciamos la presencia del tapon genital en siete hembras, tres de ellas
presentaron TG en ambas espermatecas y cuatro hembras TG incompleto,
observamos la presencia de TG completo cuando el macho copulé dos veces. Una
tercera parte de los cortejos que no finalizaron en coépula fue a causa de la
agresividad de las hembras, ya que las hembras controlan el final del cortejo
mediante la agresividad; dicha conducta es derivada del conflicto sexual, ya que es
un mecanismo de defensa por parte de la hembra para evitar el tapon genital. Las

hembras no contribuyen con material o conductas de aceptacion al TG.
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Tabla 1. Conductas sexuales of P. tingens por categorias en 47 ensayos (X = Porcentaje;

Error estandar = EE; N = Numeros de individuos que efectuaron la conducta)

Tabla 1

Copularon dos veces

Macho Hembra

Conductas X+EE N x +EE N

Orientarse (0)10 (3) 6 4.25(1.4) 4
Acercarse
(A) 30(106) 7 79 (2) 7
Tocar red con pata
delantera(TR) 8(1.9) 6 0.8(0.4) 6
Tocar red
vibrando (V) 4.75(0.85) 4 -(-) 4
Limpieza de patas

(LPT) 5.7(1.3) 3 - () 3
Limpieza de pedipalpos

(CP)6.25(1.5) 4 -() 4

Extender patas

(PE) 1.6(06) 5 42(09) 5

Huir (H) 38(1.2) 5 1(04) 5

Contacto de patas

(TP) 13.8(3.4) 6 10 (3.3) 6
Atacar (AT) -(-) 33(0.7) 3
Alejarse
(AL) 458 (14) 5 88(25) 5
Vibrar con pata
izquierda (Vi) 22.8 (10) 4 -(-) 4
Vibrar con pata
derecha (Vd) 20 (9.1) 4 -(-) 4

Flexién de patas

(L) 0(04) 5136(35) 5

Sacudir  (S) () 4 523 4
Contacto
Abdominal (AC) 2(0) 6  2(0)
Jalara la red

) 1(0.24) 5 2.2(1.1)
Hilo salva vida en
Cortejo (SO)  52(22) 6 -(-)
Induccién espermatica

(G) 3(1) 3 -0)

6

5

6

3

Copularon una vez

Macho Hembra
X +EE N X +EE N
25(05) 23(1) 2
115(35) 24(1) 2
65(05) 2 - ()
1(0) 1 =) -
() 1 1(0) 1
25(15) 2 - () 2
65(35) 2 5(1) 2
-() 110 1
95(15) 2 4(1) 2
() 2 1(0) 2
20) 2 1(0) 2
10 2 -() -

Cortejo infructuoso (hembra agresiva)
Macho

Hembra

X +tEE NX +EE N

4(27) 4 25(18) 4
19(85) 4 5(3) 4
3(2) 3 07(0.7) 3
2(06) 4 -() 4
35(25) 2 -() 2
10 1 () -1
1.7(05) 4 1(0) 1
15(0.3) 4 1(04) 2
- () - 32(1) 6
42) 3 1(0) 1
42 3 -0 -
85(35) 2 - () -
-() - 37(15) 3
-() - 96(23) 5
-6 - 10 1
5(2) 3 - -

Cortejo infructuoso

Macho Hembra

X +EE NX +EE N

9.6(4.4) 13 325(0.9) 8

175 (8.1) 15 3.13(1.1) 15

48 (19) 11 04(0.2) 11
23(096) 4 -() 4
27 (088) 3 -() 3
2 (1) 3 () 3
6(03) 11 26(14) 1
2(05) 10 0.2(0.13) 10

94 (55) 5 42(15) 5
-() 6 34(15) 7
18 (9.5) 10 53(2) 10
23 (129) 4 -() 4
26(128) 3  -() 3
102 11 7.23) 1
-() 13 7.2(3.9) 13

105 8 575(4.2) 8
-() 6 35(16) 6
1(0) 1 () 1
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Figura 1.- Diagrama de flujo de la secuencia conductual en 47 encuentros entre un macho y una
hembra de la arafia social Philoponella tingens. La flecha con triple lineas corresponde a porcentajes
> 50%, las flechas con lineas gruesas corresponden a entre un 20 y 49%, las flechas con lineas finas
representan de 10 a 19% vy la flecha punteada significa del 0 al 9%. La suma de los porcentajes de la

parte inferior del diagrama es igual a 100%.

Figura 1

Encuentros Macho/Hembra P. tingens
100%

Sin cortejo por macho Cortejo por macho
34% 66%

32%

Hembra agresiva

13%
. é v
Sin C%DU|3 Una cépula Dos copula
79% 15% 6%

Apartado especial — Descripcion detallada del cortejo y conducta sexual

de P. tingens (Uloboridae).

Las telarafias adoptan una forma aproximadamente perpendicular a la base del
contenedor y las arafias se ubican y desplazan en la parte inferior de la tela; ello
permite la observacion de los individuos por la parte ventral del cuerpo. Cuando en
la descripcidn siguiente mencionamos que una arafia se desplaza “sobre” la telarana
nos referiremos a la arafia moviéndose sobre la parte inferior de la tela, salvo que se

especifique lo contrario.
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1. En los primeros minutos después de ser introducido, el macho (J') caminé en
la tela, se detuvo y orientd en direccion a la hembra (?); a dicha conducta la
nombramos “orientacion” (Tabla 1). EI & se ubicé en direccién a la hembra
(usualmente en el centro de la telarafia); esta conducta sugiere que el & percibe la
presencia sobre la telarafia, de algo que llama su atencién (podria detectar la
presencia de la @, aunque no podemos descartar que no pueda distinguir si es una
Q, presa potencial u otro &, etc.). El & se encontré cerca de la orilla del vaso o de la
caja.

2. El & se desplaza en direcciéon a la ¢, realizando pausas, en las que da con
sus patas anteriores unos golpes espaciados, breves y suaves, sobre los hilos de la
telarana que se encuentran entre él y la . En algunas ocasiones (no se observé en
todos los cortejos), los machos intercalaron paradas, durante las cuales golpearon
con sus patas, de manera rapida y repetida, los hilos de la telarafa que se
encontraban entre ellos y las Q. En otras ocasiones, los machos (J') se desplazaron
en direccion a la 9 sin dar golpes sobre los hilos. Al desplazamiento en direccion a
la @ le lamamos conducta de acercamiento (A); a los golpes espaciados, breves y
suaves sobre los hilos les llamamos toques (TR); a los golpeteos rapidos y repetidos
les llamamos vibracion (V). Un mismo macho, en una misma interaccion sexual,
puede ejecutar acercamientos con toques y/o vibraciones o acercamientos en los
gue no ejecuta ninguna de estas acciones.

En algin momento durante el acercamiento, el & produce un hilo de seda que
se queda fijo en la orilla de la telarafa, el cual resulta muy similar al “primer hilo de
cortejo y apareamiento” (HCA-1), descrito por Patel & Bradoo (1986). Dado que
ocurren varios acercamientos antes de que haya una intromision (ver 5.1) o de que
se interrumpa el cortejo, y debido a que la deteccion del momento en que se
produce este HCA-1 es muy dificil, no podemos asegurar si se produce desde el
primer acercamiento o en uno posterior. Tampoco podemos descartar que en
algunos cortejos no se haya producido HCA-1, porque no es facil de ver y la manera
mas clara de detectarlo es cuando el & lo usa, aparentemente para alejarse de la ¢
(ver 3.6).

3. La @ realizé alguna de las siguientes conductas mientras el & se le acerco:
3.1 Permanecio inmavil al menos mientras el & no llego a tocarla.
3.2 Si estaba orientada en una direccidon diferente a la del &, se orientd en

direccidon a él. En algunas ocasiones la ¢ extendié una o ambas patas anteriores al
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frente, en direccion al &, mientras que en otras extendié ambas patas al frente y las
abrié. La @ orientada hacia el & realizé alguna de las siguientes conductas:

3.3 Con las patas anteriores golpeo breve y suavemente los hilos de seda que se
encontraban entre ella y él. La @ puede realizar alguna de las conductas 3.4, 3.5y
3.6.

3.4  Flexion6 suavemente sus patas sin separarlas de la telarafia; se repite varias
veces seguidas.

3.5 Flexiono, fuerte y bruscamente, las patas sin separarlas de la telarana,
provocando una fuerte sacudida en la telarafia, siempre se vio seguida de que el &
diera vuelta y se alejara.

3.6  Se desplazé rapidamente en direccién al & y siempre se vio seguida de la
conducta de “huir” por parte del J.

4. El & llegé a tocar, de una manera muy suave y delicada, con una o ambas
patas anteriores a la Q. Después del contacto de patas ocurrié alguna de las
siguientes conductas:

4.1 El macho y la hembra giraron 180° y se alejaron velozmente uno de otro; esto
indica que la conducta de huir la pueden efectuar ambos sexos.

4.2 La Q retrajo las patas sin moverse de su lugar y en seguida el & giré y se
alejo lentamente a lo largo del mismo camino que utilizdé para acercarse a la hembra.
4.3 La Q realizo un “ataque” y el & se alejo.

44 La 9 realizé un “ataque” y el dio un giro de 180° y se alejo lentamente hasta
llegar al punto en el que inici6 el acercamiento (generalmente a la orilla de la
telarafia). En algun momento durante éste acercamiento y/o alejamiento, el &
produce el “segundo hilo de cortejo y apareamiento” (HCA-2; Patel y Bradoo, 1986),
el cual es un hilo que fija cerca de la hembra, quién se encuentra en el centro de la
telarafia. Al regresar a la orilla de la telarafa, el & se orienta nuevamente hacia la ¢
y a partir de este momento no efectué ningun movimiento; la mayoria de sus
desplazamientos posteriores ocurren sobre los dos hilos de cortejo y apareamiento.
Dado que ocurren varios acercamientos y alejamientos antes de que haya una
intromision o de que se interrumpa el cortejo, y debido a que la deteccion del
momento en que se produce este HCA-2 es dificil, no podemos asegurar si se
produce desde el primer acercamiento o0 en uno posterior. Tampoco podemos

descartar que en algunos cortejos no se haya producido HCA-2.
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5. Las conductas 2 a 4 se repitieron un numero variable de ocasiones (Tabla 1),
hasta que ocurrié una de las siguientes dos conductas:

Después de un contacto de patas, el &' se acerco hacia la @, la cual separ6 la
parte anterior de su cuerpo de la telarafia, permitiendo que el lado abdominal de su
cuerpo entrara en contacto con el lado abdominal del cuerpo del &, durante varios
segundos (a esto le llamamos contacto abdominal, AC); momento en el cual ocurrié
la primera intromision de uno de los pedipalpos en una de las dos aperturas
genitales, que se encuentran dentro del epiginio (las cuales permiten el acceso
independiente a cada uno de los ductos copulatorios que conectan con cada una de
las espermatecas, que es donde se deposita el semen; ver esquemas en Uhl et al.,
2010).

En algunos de los casos donde hubo intromisidn, instantes antes del contacto
abdominal, la @ se movid lentamente en direccion al &, e incluso, en algunas
ocasiones, parece “jalarlo” (J), aparentemente no directamente con la patas, sino
jalando el hilo donde él se encuentra parado. En algunas ocasiones el contacto
abdominal fue sumamente corto y el § se alejo. Datos experimentales indican que,
después de la primera intromisién, los & no producen un “tapén de apareamiento”
(Gutiérrez y Cordero, 2014).

5.1 La @ no permite que ocurra 5.1y el & se aleja;, encoje sus patas cerca del
cuerpo y se queda inactivo.

6. Después de esta primera intromision los JJ& se alejan y después de unos
instantes, vuelven a iniciar el proceso descrito en las fases 2 a 5. Pudiendo,
finalmente, ocurrir una de dos cosas:

6.1 Igual que 5.1, salvo que al final de la segunda intromision el & secreta una
sustancia amorfa que constituye el “tapon de apareamiento”. El “tapon de
apareamiento” puede cubrir todo el epiginio o sélo una porcion del mismo. Nuestras
observaciones no permiten saber si la @ contribuye con alguno de los componentes
del “tapdn de apareamiento”, como se ha demostrado en algunas otras especies de
aranas (Uhl et al., 2010). Al igual que en las primeras intromisiones (5.1), en algunas
ocasiones el contacto abdominal fue sumamente corto y el & “huyd” inmediatamente
después del mismo, por lo que no podemos asegurar si en estos casos hubo
intromisién y transferencia de semen.

6.2 Igual que 5.2, en cuyo caso la Q@ sélo fue inseminada por el & en una de sus

espermatecas y quedo sin “tapon de apareamiento”.
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7. Después de una intromisiéon y alejamiento del &, la @ puede reaccionar
después del acoplamiento de la siguiente manera:

7.1 La hembra no se traslada en la red y permanece flexionando las patas hacia
arriba y hacia abajo constantemente.

7.2 La hembra se queda en el mismo lugar sacudiendo la red, lo que ocasiona
que el macho “huya” e incluso puede caer de la tela.

7.3 Lahembra “ataca” al macho y este “huye”.

8. Durante el cortejo se observd, en muchas ocasiones, al & efectuando una de
dos conductas, intercaladas en diferentes momentos, que sugieren acicalamiento de
una porcion del cuerpo:

8.1  Se lleva una de las patas anteriores a la boca, dejando la parte distal de la
misma adentro, durante algunos instantes; a esta conducta le llamamos “limpieza de
pata” (LPt).

8.2 Se lleva uno o ambos pedipalpos a la boca, dejando la parte distal de los
mismos adentro, durante algunos instantes; a esta conducta le llamamos “limpieza
de pedipalpos” (CP), (Tabla 1).

Observacion.- Durante el cortejo notamos, frecuentemente, que la @ se mostro
agresiva hacia el &; pero en algunas ocasiones el macho presentd una conducta en
respuesta a dicha agresion, a la cual describimos como “hilo salvavidas”, en el cual
el & rompié un par de hilos de la tela, sosteniendo uno de los hilos con la pata
anterior, para no perder contacto con la ¢ y, con la otra pata, sostuvo el otro hilo, el
cual anclé previamente, de tal manera que cuando la ¢ atacé al macho, él solté el
hilo que lo conecta con la © y se dejo caer, quedando colgado del hilo salvador; a

esta conducta le llamamos (SO) (Ver Tabla 1).

Otra conducta, con menor frecuencia en los ensayos, la realizo el & al
sostener una masa blanca grande en el hocico, la cual es aplicada a ambos palpos,
lo que llamamos proceso de induccion espermatica (G), en el cual el & construye
una pequena tela similar a una bolsa, trozando pedazos de seda. Dicha accién inicia
cuando el & limpia los pedipalpos (CP) por largo tiempo, construye un triangulo
isosceles y, en la base del triangulo, deposita una gota de espermatozoides (bolsa
espermatica); el & absorbe la gota con el palpo izquierdo e inmediatamente después

realiza la misma acciéon, pero con el palpo derecho. Cuando el & absorbe el
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esperma, deshace el triangulo de seda y se lo come. Finalmente observamos dos
caso en el que el & vibré con ambas patas (derecha e izquierda) al mismo tiempo.
Dichos & mostraron una cortejo muy activo y exitoso.

CAPITULO II
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Abstract In several animals, males produce substances
that block the copulatory openings and ducts of females.
We investigated variation in presence of “mating plugs”
(MPs) in the spider Philoponella tingens. We studied the
frequency of MPs in the wild and MP deposition and
permanence in isolated females. In the field, over half of
females had MPs, but all females collected without MPs
were also mated. We identified two causes of MP absence
in mated females: aggressive female prevention of plug-
ging and MP loss. We suggest that future research should
focus on understanding why MPs are lost in some females,
the role of females in MP loss, and the fitmess effects of
plugging prevention and MP loss for both sexes.

Keywords Araneae - Copulation - Sexual selection -
Sexual conflict

Introduction

In several animal species males deposit substances that

block the female’s copulatory openings and ducts follow-
ing insemination. These mating plugs (MPs) have been
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reported, for example, in nematodes (Timmermeyer et al.
2010), several groups of insects (Simmons 2001), garter
snakes (Friesen et al. 2010), squirrels (Koprowski 1992),
and spiders (Uhl et al. 2010). MPs could prevent ejaculate
desiccation (Uhl et al. 2010), avoid sperm loss through
leakage (Eberhard and Huber 2010; Friesen et al. 2013),
protect from genital infection (Eberhard 2004), stimulate
sperm transport (Polak et al. 1998; Ramm et al. 2005), or
reduce sperm competition by diminishing female rein-
semination opportunities (Simmons 2001). If MPs have
positive effects on female fitness (Timmermeyer et al.
2010), selection could favour females that contribute
materials to, or cooperate behaviourally in the formation
of, MPs (Aisenberg and Eberhard 2009; Eberhard and
Huber 2010). However, when females benefit from multi-
ple mating, MPs preventing polyandry are a source of
sexual conflict (Koprowski 1992; Timmermeyer et al.
2010; Uhl et al. 2010; Friesen et al. 2013).

In several species with MPs, mated females lacking MPs
have been observed (Ehrlich and Ehrlich 1978; Matsumoto
and Suzuki 1995; Polak et al. 1998). In most taxa, MPs act
only as short-term plugs because if they were permanent
(or long-term) they would prevent (or delay) oviposition or
parturition (Simmons 2001; Eberhard and Huber 2010; Uhl
et al. 2010). However, in ditrysian Lepidoptera and en-
telegyne spiders, long-term or permanent MPs are possible
because females possess independent copulatory and ovi-
position openings that allow females to lay eggs despite
having their copulatory openings obstructed by MPs (Uhl
et al. 2010). However, even in these groups, mated females
lacking MPs are commonly observed (Ehrlich and Ehrlich
1978; Matsumoto and Suzuki 1995; Ramirez et al. 2010;
Uhl et al. 2010). Understanding the causes of variation in
“plugging” is important for assessing hypotheses on the
evolution of MPs. For example, the evolution of male
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removal of MPs is expected if MPs prevent sperm com-
petition (Matsumoto and Suzuki 1995; Masumoto 1993),
while sexual conflict predicts the evolution of MP removal
by females (Koprowski 1992).

In spiders, MPs formed by amorphous material have been
observed in 254 species from 38 families, mostly in the en-
telegyne clade (Uhl et al. 2010), but the biology of MPs has
been studied only in a few species (Ramirez et al. 2010; Uhl
et al. 2010). Here we report studies on the entelegyne spider
Philoponella tingens (Chamberlin and Ivie 1936, Opell
1979), a species belonging to a family (Uloboridae) whose
MPs have been little studied (Uhl et al. 2010). Our study was
designed to address the following questions: (1) what is the
proportion of mated females with and without MPs in the
field?, (2) when is the MP deposited in the female?, and (3)
are MPs lost in isolated females?

Materials and methods

We studied P. tingens on Barro Colorado Island (BCI),
Panama Canal Zone, between July and August 1996. BCI is
mainly covered by tropical rain forest. P. tingens is an orb-
web-building spider in which females are larger than males
(Opell 1979). Females have a ventral sclerotized genital
plate (epigynum) with two copulatory openings located
inside a depression of the epigynum (atrium), each one
connected to a different spermatheca by a copulatory duct
(Opell 1979). P. tingens was very common in the study area
and we found their webs mainly close to the base of trees. We
collected immature females (these were within a few days of
their final moult and the epigynum could be observed
through the exoskeleton), mature females and mostly mature
males, and brought them to the facilities of the Smithsonian
Tropical Research Institute on BCL. Spiders were maintained
individually in plastic or polystyrene foam cups (height
52-8 cm, base diameter 3-5.5 cm, mouth diameter
5-9 cm). Several females matured in captivity, allowing us
to study the mating behaviour of virgin females: all males
used in the mating trials were already mature when collected
(therefore, we do not know if they had any previous mating
experience or not). Females built webs close to the upper part
of the cups, while males built only a few silk lines. Copu-
lations were observed by gently placing one male in the
periphery of the web built by a female in a cup. A dissecting
microscope was used to look for a MP in the epigynum and to
estimate the relative amount of ejaculate present in the
spermathecae of dissected females.

Incidence of MPs in field-collected females

In a sample of 65 mature females collected in the field, we
checked the epigynum for the presence of a MP, in most
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cases within 1 day after collection. We preserved in alco-
hol 13 of these females and, several days later, we dis-
sected their spermathecae and estimated by eye the
percentage of their area covered by ejaculate.

Timing of insemination and MP deposition

During sexual interactions P. tingens couples usually
perform two copulations (although in some cases there
is only one copulation due to female aggressiveness),
each preceded by courtship (Cordero, unpublished
observations). We considered that a copulation took
place when the male tightly attached his ventral side to
the ventral side of the female for a few seconds (both
spiders hanging from the female’s web and facing the
same direction), in a position that allowed him to
achieve an intromission. This was followed by a quick
separation of the couple that resulted in the male briefly
hanging from the web. Although it was not possible to
observe actual intromissions, we frequently observed the
deployed male palpal bulb after detaching from the
female. To determine (1) if males inseminate both
spermathecae simultaneously or in sequence during each
copulation, and (2) when the MP is deposited in the
atrium, we designed an experiment that consisted of
pairing a male with a virgin female and, after one
copulation, immediately exposing him to a second vir-
gin female and allowing him to perform another copu-
lation (sperm induction was never observed before the
second copulation): all replicates were made on webs
built by the experimental females in Styrofoam cups.
After each copulation, we examined the epigynum of
the female, looking for a MP; days later, we preserved
most of these females in alcohol (two females were
lost), dissected their spermathecae and estimated by eye
the percentage of its area filled with ejaculate. Due to
the limited number of virgin females available simul-
taneously, we made only four replicates (each one
consisting of one male copulating with two females) of
this experiment. To increase the number of observations
about the timing of MP deposition, we allowed 12 pairs
(10 involving virgin females and two already mature
females collected without MPs) to mate without inter-
ruption and we tried to observe the epigynum of the
female after each copulation.

MP permanence in females isolated from males

We investigated the permanence of MPs in females kept
isolated in cups, by repeatedly revisiting 25 females col-
lected in the field with MPs (none of these females mated
in the laboratory), and 13 females mated and plugged in the
laboratory. Field collected females were examined between
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two and four different dates after collection, while those
mated in the lab were examined between two and eight
different dates after receiving MPs.

Results
MPs in field-collected females

Thirty-six out of 65 (55.4 %) field collected mature
females had a MP that in most cases filled the atrium
(Fig. 1a). The 13 females whose spermathecae were
examined (10 collected without MPs and three with MPs)
had mated before being collected because, in most cases,
they had both spermathecae filled with ejaculate. The
exceptions were two females collected without MP that had

Number of Females
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Without MP IncompleteMP  Complete MP
b 18-
16
§ 14 1 Field collected I:I
<
E 12 [.aboratory mated I:l
= 104
e
P
2
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Z 41
A ]
0
MPintact MPpartially lost MPlost

Fig. 1 Mating plugs (MPs) of Philoponella tingens spiders on Barro
Colorado Island, Panama. a Number of mature females collected
without MP or with MP that filled completely the atrium (“complete
MP”) or only part of it (“incomplete MP”). b MP fate during the
study period in females collected with MPs (empty bars) and females
that received MPs in laboratory copulations (grey bars)

in one case one and in the other both spermathecae not
completely filled with ejaculate (although they were at least
70 % filled).

Timing of insemination and MP deposition

The four experimental females that received the first
intromission had no MPs, whereas the four females that
received the second intromission had a MP. When we
examined the MP within an hour after it was formed, it had
a liquid and transparent appearance, but several hours later
it was a dark red or red-brownish amorphous solid sub-
stance that filled the atrium either completely (n = 2) or
partially (n = 2), although even in the last case it seemed
to cover both copulatory openings. We examined the
spermathecae of both females of three of the four replicates
of the experiment and in two replicates the female
receiving the first copulation had ejaculate only in the left
spermatheca, while the female receiving the second copu-
lation had ejaculate only in the right spermatheca; in the
third replicate the female receiving the first copulation had
no ejaculate in either spermatheca and the one receiving
the second had ejaculate only in the left spermatheca. We
were able to observe the epigynum of the females after
their first copulation only in two of the twelve pairs that
copulated twice without interruptions, and in both cases the
MP was also transferred after the second copulation (these
females had both spermathecae filled with ejaculate).
Summarizing, our experiment and observations (n = 6)
indicate that males inseminate one spermatheca per copu-
lation, and that the MP is formed after the second
intromission.

MP permanence in females isolated from males

Four out of 25 (16 %) females collected with MPs and
maintained in isolation had lost their MPs when we
checked them 12-14 days after they were collected, and
another four had lost part of their MP when we checked
them 4-14 days after being collected (Fig. 1b). Two out of
13 (15 %) females that received a MP in the laboratory and
were maintained in isolation had lost their MP when we
checked them 15-16 days after copulating, and four had
lost part of it when they were checked 2-7 days after
copulating (Fig. 1b).

Discussion
We showed that in the spider P. tingens MPs in females are
common (Fig. 1a), but lack of a MP does not indicate

female virginity, since all mature females collected without
MPs (r = 10) had ejaculates in their spermathecae. There
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are two possible causes of lack of MP in non-virgin
females: males sometimes do not transfer MPs, or MPs are
lost. Males could not transfer a MP if: (1) the resources
necessary for MP production are depleted (Patel and Bra-
doo 1986; Uhl et al. 2014); (2) males “decide” not to
produce a MP, for example, if the quality of the female is
low or if there is a low risk of female remating; or (3)
females prevent MP transfer (e.g. by attacking the males
before they produce MPs) or formation (e.g. by failing to
secrete the substances they contribute to a MP) (Aisenberg
and Eberhard 2009; Eberhard and Huber 2010; Ramirez
et al. 2010; Uhl et al. 2010). The first two hypotheses
predict that sometimes males will not transfer a MP.
However, none of the males that performed two copula-
tions with the same unplugged female failed to transfer a
MP (n = 12), although they were not allowed to mate with
more than one female in the laboratory.

With respect to hypothesis (3), we observed two males
that achieved only one copulation and did not produce a
MP because the female attacked them while they were
trying to copulate for a second time (in fact, in both cases
we prevented the killing of the male by the female; Cor-
dero, wnpublished observations). We dissected one of these
females and found ejaculate in both spermathecae, indi-
cating that she had mated before being collected (Cordero,
unpublished observations). These observations suggest that
for a male it would be better to inseminate both sper-
mathecae and plug the female in one copulation (as hap-
pens in some spiders). However, the fact that males need to
copulate twice to inseminate both spermathecae and that
they transfer the MP during the second, gives females the
possibility of preventing males, via aggression, from
inseminating both spermathecae and transferring a MP. If
this control capability is beneficial for females, the pattern
of “one spermatheca inseminated per copulation and MP
transfer during the second” could result from the evolution
of female morphological and/or behavioural adaptations. If
these female adaptations decrease male fitness, sexually
antagonistic coevolution could be at least partially
responsible for the evolution of the temporal patterns of
insemination and MP transfer in this species, and perhaps
others.

Loss of MP is a second explanation for the absence of
MP in mated females, and the loss can result from:
(i) males discarding the MP when mating with plugged
females (Masumoto 1993); (ii) females discarding the MP
(Uhl et al. 2010); or (iii) accidental loss of MP (e.g. due to
abrasion against the substrate). We observed only one male
apparently copulating once with a plugged female (he was
killed by the female while trying to achieve a second
copulation) and he did not remove the MP (Cordero,
unpublished observation). On the other hand, the complete
or partial loss of MP observed in some isolated females
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(Fig. 1b) is consistent with hypotheses (i) and (iii). We
suggest that future research should focus on understanding
why MPs remain in some females while they are lost in
others. Particularly interesting will be elucidating the role
of females in MP loss, as well as the fitness effects of
plugging prevention and MP loss for males and females.
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DISCUSION GENERAL

Una de las ventajas de la vida en grupo es aumentar el éxito reproductivo (Rojas,
2011) ; el estudio de la conducta sexual de P. tingens lo corrobora, ya que el
comportamiento en el cortejo esta influenciado por la organizacion social. La
comunicacion en grupos sociales es compleja y existen mas posibilidades de repetir
interacciones entre individuos, por lo tanto, se espera que la socialidad favorezca
comportamientos complejos en la conducta sexual (Thornhill y Alcock 1983). En este
estudio hemos corroborado lo anterior, de tal manera que determinamos
arbitrariamente 19 conductas sexuales de P. tingens, que describieron la frecuencia
de las conductas exclusivas de cada sexo, siendo el cortejo por parte de los machos
complejo, tal como lo mencionan Lubin 1986, en otro estudio de conducta sexual de
aranas sociales, quien describio el cortejo de machos de la especie Achaearenae
wau Levi, y asevera que las diferentes maneras de organizacién social pueden

modificar la conducta de apareamiento.

Las hembras de P. tingens exhibieron conductas tolerantes ante el macho
durante el cortejo a causa de su condicién de especie social; incluso, por tal razon,
evidenciamos una integracion homogénea (hembra y macho) en las telarafias
construidas por hembras. Sin embargo, los machos presentaron conductas de
precaucion ante el ataque de las hembras mediante el hilo salva-vida; no obstante,
esto no inhibioé el cortejo, siendo los machos activos. En arafas sociales la conducta
en el cortejo de los machos no envuelve la inhibicion de la agresion de las hembras,
porque las arafas sociales presentan habitos tolerantes (Kullman,1972;Buskirk,
1981; Bilde y Lubin, 2011).

Las hembras de P. tingens se mantuvieron calmas, en general, durante el
cortejo; solo exhibieron conductas de respuesta ante las de los machos. Sin
embargo, unicamente una hembra se comié al macho después de copular; no
obstante, dicha hembra tenia TG previo al cortejo. Una manera con la cual los
machos pueden incrementar su probabilidad de engendrar su descendencia es
mediante la exhibicion de preferencia por hembras menos agresivas; sin embargo,

en este estudio no se realizaron pruebas de este sindrome.
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Con frecuencia se dieron cortejos largos, sin éxito, en P. tingens; esto podria
deberse a la eleccion criptica que presentan las hembras, durante y después del
cortejo. La duracion de la copula en las arafas varia considerablemente y puede
reflejar el resultado de los conflictos de intereses entre los sexos, por encima de la

eleccidon y el numero de patrones de apareamiento

Algunas hembras presentaron tapdn genital después de que el macho copuld
dos veces; sin embargo, observamos que las hembras se mostraron agresivas
después de la primera cépula, siendo esto un probable mecanismo de prevencidn
ante el TG. Eberhard (1995) describe que la duracién de la copulacién en arafias es
frecuentemente mas larga del promedio esperado, que seria para solo el espacio de
la copulacion y que esto puede proveer a la hembra la oportunidad para evaluar la
idoneidad del macho y la estructura genital del macho (Eberhard 1985); de igual
forma permite al macho asegurar que la hembra no copule con otros machos
durante este tiempo. Asimismo, Gunnarsson y Anderson (1996) realizaron un
estudio en el que argumentan que las hembras pueden manipular el radio de sexo
del macho, durante el apareamiento; esto lo logran cambiando la posicion,
inmediatamente después de la copulacion y asi controlan el almacenamiento de

espermatozoides.

Es comun observar TG en hembra de P. tingens; aunque cierto porcentaje no
los presentan, esto no significa que no haya tenido previamente TG, las arafias
maduras. Durante la copula, observamos que algunos machos no siempre
transfirieron TG después de la segunda cépula, por lo que sugerimos que podria
deberse al riesgo de agresion por parte de las hembras, ya que al copular dos
veces, la hembra tiene la oportunidad de controlar agresivamente que el macho no
inserte el TG. Se ha estudiado que las hembras tienen la capacidad de controlar la
finalizacién de la copula, mediante la abertura de sus queliceros cuando el macho y

la hembra se separan (Eberhard y Huber 1998).

Los tapones genitales podrian servir para otras funciones que se desarrollan
bajo la seleccidon natural; por ejemplo, retardar la posiciéon de los espermatozoides
que permitan hacer grandes cambios en el almacenamiento, que se usa para la

fertilizacion de los huevos (Polak et. al.,1998); prevenir la disecacién de los
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espermatozoides (Huber, 1995) o evitar la pérdida de espermas pasivos a través de
las fugas (Hinton, 1964). Durante el cortejo, observamos la induccién espermatica
por los machos; sin embargo, algunos de ellos realizaron la induccion espermatica
sin alcanzar el cortejo; no obstante, nos es imposible dar una clara explicacion sobre

esto, pues es necesario que se lleven a cabo mas estudios.

CONCLUSIONES GENERALES

Aunque la conducta y conflictos sexuales son de sumo interés en insectos, son de
mayor importancia en arafas sociales, debido a que se prueban constantemente los
limites de su conducta agresiva. En éste estudio, evidenciamos la ocupacion de
redes en campo de manera homogénea (machos y hembras); la conducta por parte
de las hembras durante el cortejo fue tolerante y los machos fueron activos. El
estudio de la conducta sexual de P. tingens derivé en 19 conductas sexuales y ocho
categorias de cortejos; hemos evidenciado la presencia de TG en siete hembras,

tres de ellas presentaron TG completo y en cuatro observamos TG incompleto.

Hemos constatado que las hembras presentan TG completo, cuando el
macho ha copulado dos veces; el hecho de que el macho necesita copular dos
veces para transferir el TG otorga a la hembra la posibilidad de prevenir el TG
mediante la agresioén; dicha conducta la hemos observado en hembras, al finalizar la
copula en una tercera parte de las parejas que cortejaron y no copularon. Los
machos presentaron conducta de defensa ante los ataques de las hembras, como es
el hilo de cortejo y apareamiento; ambos sexos presentaron conductas exclusivas de
su sexo. Las hembras que presentaron TG colectadas en campos y asiladas en
laboratorio perdieron entre los doce y catorce dias el TG; esto sucedi6 el 16% de los
casos; el 15% de las hembras que copularon en laboratorio y fueron aisladas
perdieron el TG entre los siguientes dos y siete dias después de la cépula. La
perdida de TG en nuestro estudio indicé que puede deberse a la perdida accidental
o debido a que la hembra retira el TG, para asi copular con otros machos; por ultimo,

evidenciamos que la hembra no contribuye con material o conducta para el TG.
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