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Resumen

La competencia espermatica es un tipo de seleccion sexual que moldea diversos
aspectos de la biologia reproductiva de los organismos. Un caracter que se ve
frecuentemente influenciado es el tamafo y la forma de los espermatozoides. Los
escorpiones son excelentes modelos para el analisis de la competencia
espermatica, fundamentalmente porque las hembras son poliandricas y
almacenan esperma en espermatecas pares. Los escorpiones presentan los
espermatozoides de tipo filiforme flagelar y agrupados dentro de paquetes
espermaticos. La morfologia general de estos paquetes espermaticos tienen
implicancia filogenética, y existe una gran variabilidad en cuanto a formas y
tamanos. Prevalece sin embargo la forma plegado en donde el paquete
espermatico se dobla en la zona de las piezas medias de los espermatozoides
que lo componen. La forma ancestral carecia de paquetes espermaticos, y esta
condicion que fue seguida por la generacion de paquetes plegados en grupos mas
derivados. Los espermatozoides que forman dichos paquetes muy probablemente
deriven de una sola espermatida. Luego los paquetes espermaticos evolucionaron
en las formas que vemos actualmente. Existen algunas variantes dentro de los
mismos machos que en general no se catalogan como polimorfismo y serian mas
bien variantes de la forma patrén que presenta la especie. Existen sin embargo
algunas especies a las que se les puede atribuir algun tipo de polimorfismo.

A nivel interepecifico, la masa corporal ya no tiene efecto sobre la masa testicular
y esta se relaciona de forma directa con el volumen total que puede caber en el
espermatoforo. Asi se observa que testiculos mayores producen un eyaculado
mayor, tal y como se sugiere para especies con altos niveles de competencia
espermatica. La unica variable que incide sobre el tamarfio del espermatozoide es
la masa corporal y lo hace de forma inversa. Finalmente el nivel de poliandria,
tomado aqui como una medida del riesgo de competencia espermatica, mostré un
efecto significativo sobre la masa testicular lo que refuerza ain mas la idea de
que la seleccion sexual por intermedio de la competencia espermatica es una
fuerza evolutiva que tiene consecuencias fuertes sobre la biologia reproductiva de

los escorpiones.
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Summary

Sperm competition is a widespread phenomenon that shapes diverse aspects of
the organism’s reproductive biology. Size and form of spermatozoa are aspects
that are frequently influenced by this type of sexual selection. Scorpions are
excellent model organisms for analyzing sperm competition mainly because of
polyandric females and female sperm reservoirs. these arachnids show filiform-
flagellate spermatozoa grouped in sperm packages. These packages bear
phylogenetic information and show a wide variability of shapes and sizes, with the
the bend type of sperm package being the most common type among families. In
an evolutive scale, loosely aggregated sperm derived into bend sperm packages
that then produced the wide diversity shown today. There are some variants inside
males that are not considered sperm package polymorphisms, but normal variants
of the basic pattern of sperm packages of the species. Some species,
nevertheless, have some sort of polymorphic states in their ejaculates.

Intra-specifically, body mass influences directly testes mass in an isometric way.
Inter-specifically, body mass lacks influence over testes mass, but testes mass is
related directly to the spermatophore's theoretical volume. Thus, larger testes
produce larger ejaculates, as suggested for species with higher levels of sperm
competition risk. Sperm length scales allometrically with body mass, showing a
negative asociation. Finally, polyandry levels, measured as a proxy of sperm
competition risk, showed a positive effect over testes mass. This result strengthens
the idea that sexual selection acting through sperm competition is a strong
evolutionary force that that could be driving scorpion’s reproductive biology.
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LINEAMIENTOS GENERALES Y ORGANIZACION DE
LA PRESENTE TESIS

La anisogamia es un fenémeno recurrente en el reino animal. La anisogamia es
la diferencia de tamafo entre las células sexuales femeninas y masculinas que
presentan fusion binaria y apareamiento no selectivo (Bell, 1978, Birkhead et al.,
2009). Existe un gran debate para tratar de explicar y entender la aparicién y el
mantenimiento de la anisogamia (Bell, 1978). Una de las hipoétesis mas aceptadas
sugiere que la anisogamia evolucioné sujeta a dos fuerzas antagdnicas; por un
lado, incrementar el tamario del zigoto, y por el otro aumentar el niumero de
gametas. Una solucion fue la aparicion de dos sexos diferentes, uno, el femenino,
que produce macrogametas (los 6vulos) y el otro, el masculino, que produce
microgametas moviles (los espermatozoides) (Andersson, 1994). Sin embargo
existen algunas excepciones a estas caracteristicas, ya que algunos
espermatozoides se han vuelto secundariamente largos (Pitnick et al. 1996) o
inmoviles (Morrow, 2004).

Los espermatozoides en los animales superiores se producen por medio del
proceso denominado espermatogénesis, por el cual se transforman gradualmente
células germinativas en espermatozoides, durante un periodo de tiempo dado y
dentro de los tubulos seminiferos de los testiculos (Hess, 1999).

Dentro de la seleccion sexual, la competencia espermatica es un poderoso
agente selectivo que provoca adaptaciones tanto morfoldgicas, fisiolégicas como
comportamentales (Birkhead y Mgller 1998; Simmons, 2001). Los
espermatozoides también son blancos de esta fuerza selectiva. De hecho la
competencia espermatica puede afectar el nimero, el tamafio y la morfologia de
los espermatozoides (Sivinski 1984; Pizzari y Birkhead, 2002; Snook, 2005).

Con respecto a los escorpiones, ellos se presentan como excelentes organismos
para el estudio de la competencia espermatica si se tiene en cuenta que se trata
de un grupo con espermatogénesis continua, presencia de vesiculas seminales y
transferencia espermatica indirecta por medio de un espermatéforo (Alberti, 1980;
Polis y Sissom, 1990; Peretti, 2010). Se suma que son en general promiscuos y
las hembras tienen sitios bien definidos para el almacenamiento de los
espermatozoides hasta tanto fertilizan los huevos, produciendo crias por
viviparidad (Hjelle, 1990; Volschenk et al., 2008; Farley, 2001) De este modo, un
estudio en escorpiones podria arrojar datos de valor para un mejor conocimiento

de las estrategias reproductivas en los aracnidos, aportando adicionalmente
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informacion util para cotejar con la existente en otros artrépodos sobre seleccion
sexual en general y competencia espermatica en particular.

En este Marco, esta tesis pretende refinar el estudio del empaquetamiento de
espermatozoides en escorpiones, sus diferencias y particularidades, analizando
también las principales variables de produccion espermatica, en un marco
evolutivo. Para ello, el trabajo se organizé en dos grandes secciones. La primera
seccién esta, por su parte, dividida en dos capitulos que tienen a los paquetes
espermaticos de escorpiones como centro de estudio. El primer capitulo describe
la morfologia general de los paqutes espermaticos con una mirada global al
Orden. Aqui se analizan las principales formas y se discute la probable evolucion
de este caracter en el Orden. En el segundo capitulo se analizan las variantes de
paquetes espermaticos que aparecen a diferentes niveles dentro del Orden y se
analizan las evidencias para dilucidar si se trata de un verdadero polimorfismo. La
segunda seccion esta dividida en tres capitulos que estan relacionados con la
produccion de esperma en sentido amplio, abarcando la produccién propiamente
dicha, el almacenamiento y la transferencia del esperma. El primer capitulo,
pretende ser un analisis intra-especifico tomando como objeto de estudio algunas
especies de una de las familias mas diversas del Orden, en donde se evalua el
volumen y la concentraciéon de esperma en diferentes etapas del ciclo y en donde
se consideran diferentes variables que puedan influenciarlos, como la masa
corporal y la época reproductiva. En los siguientes dos capitulos, el andlisis se
vuelve comparativo, entre especies y teniendo en cuenta las relaciones
filogenéticas entre ellas. Se evaltuan aqui algunas de las variables analizadas en
el estudio intra-especifico, como por ejemplo la masa corporal y se afiaden otras
variables ligadas a la reproduccion como es el tamafio del espermatozoide.
Finalmente, en el ultimo capitulo, se analiza la influencia del riesgo de
competencia espermatica sobre las variables de produccién de esperma. Hacia el
final del trabajo, se resumen los hallazgos principales de la tesis y se delinean las

perspectivas futuras del estudio.
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SECCION A: PAQUETES ESPERMATICOS

Existe una gran variacion en tamafo, heteromorfismo (produccién de dos o mas
formas diferentes) y agregacion de esperma entre organismos (Jamieson, 1987;
Simmons y Siva-Jothy, 1998; Higginson y Pitnick, 2011). Estos dos fenédmenos, el
heteromorfismo y la agregacion de esperma, han sido interpretados como formas
de cooperacion entre espermatozoides (Silberglied et al., 1984; Sivinski, 1984;
Buckland-Nicks, 1998; Kura y Nakashima, 2000; Holman y Snook, 2006; Immler,
2008; Pizzari y Foster, 2008; Pizzari y Parker, 2009), y son frecuentes en el reino
animal (Higginson y Pitnick, 2011).

Si bien la mayoria de las especies poseen espermatozoides sueltos, algunos,
como por ejemplo ciertos 6rdenes de insectos posee espermatozoides que
permanecen agrupados entre ellos de diferentes formas (conjugacion de esperma
sensu Higginson y Pitnick, 2011). En general la terminologia usada en la
bibliografia que abarca a los espermatozoides agrupados es muy diversa desde el
punto de vista de la designacion de los acumulos de esperma. Los nombres mas
utilizados son espermatozeugma, espermatodesmo, haz de esperma (sperm
bundle), paquete de esperma, pero también existen otros (Higginson y Pitnick,
2011). En este trabajo, se realizé una revisidon que describe la conjugacion de
espermatozoides, haciendo una clasificacion de los mismos segun el momento en
el cual los espermatozoides se agrupan (Higginson y Pitnick, 2011). La union de
los espermatozoides puede estar mediada por secreciones testiculares o por la
presencia de una caperuza a la que se anclan sus respectivas cabezas. Las
secreciones testiculares pueden consistir de componentes carbohidrogenados
PAS+ como sucede en peces (Downing y Burns, 2005), a lo que también se le
podria afadir la existencia de contactos intercelulares (Maiorova y Adrianov,
2005). Las caperuzas, por su parte, mantienen anclados a los espermatozoides y
son remanentes de la espermiogénesis ya que es el resultado de la permanencia
del espermiocisto al concluir este proceso (Jureci¢, 1988).

Entre los artrépodos, la conjugacion de esperma puede ser muy variable en los
insectos. Puede haber espermatodesmos, conjugaciones heteromorficas
(asociacién entre dos formas diferentes) y es muy comun la apariciéon de haces de
esperma (sperm bundles). En quelicerados, sobre todo en arafias, se encuentran
conjugaciones de tipo sincitial, coenospermia o synspermia (ej. Herberstein et al.,
2011). En los solifugos, en tanto, los espermatozoides son aflagelados y pueden
encontrarse agrupados o no (Alberti, 2000). En general las especies de artrépodos

que presentan paquetes de esperma o haces de esperma tienen un numero fijo de
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espermatozoides. Este niumero dependeria del proceso mismo de division celular
y responde a numeros que estan ligados a una serie geométrica, segun el numero
de divisiones celulares (Virkki, 1969).

Asi, en los proximos dos capitulos se aborda el analisis de la conjugacion de
esperma encontrada en escorpiones, los paquetes espermaticos (término que se
utilizara a partir de ahora para designar a los haces de esperma de escorpiones,
basado en Peretti y Battan-Horenstein (2003) y Michalik y Mercati (2009). Para
ello, primero se analizé la morfologia general en el orden y en una de las familias
mas diversas del mismo, para luego analizar las variaciones intra-especificas de
los paquetes espermaticos en los machos de algunas de las especies estudiadas.
Se discuten las implicancias de estos fendbmenos desde un punto de vista
filogenético y de seleccion sexual.
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1. ANALISIS MORFOLOGICO DE LOS PAQUETES
ESPERMATICOS EN EL ORDEN SCORPIONES

1.1. INTRODUCCION

Los escorpiones presentan espermatozoides con una morfologia muy
homogénea (André, 1959, 1963; Hood et al., 1972; Cruz-Landim y Ferreira, 1972,
1973; Jespersen y Hartwick, 1973, Phillips, 1974). Son del tipo filiforme-flagelado y
alargado dividido en tres partes (cabeza, pieza intermedia y flagelo) (Jespersen y
Hartwick, 1973; Alberti, 2000; Michalik y Mercati, 2009). Todas estas piezas
muestran diferencias estructurales tales como la organizacion del axonema o el
complejo acrosomal (Michalik y Mercati, 2009). Ademas, parece que existen
diferencias en la morfologia de los axonemas de los flagelos entre la familia
Buthidae C. L. Koch, 1837 y otras familias analizadas (Vignoli et al., 2008; Michalik
y Mercati, 2009; Peretti, 2010). La mayoria de las especies de escorpiones
presentan paquetes espermaticos en el sistema genital masculino (final de los
tubos de los testiculos y las vesiculas seminales) y en los espermatoforos (Peretti
y Battan-Horenstein, 2003; Mattoni, 2003; Vignoli et al., 2008; Michalik y Mercati,
2009). La presencia de los paquetes espermaticos fue citado por primera vez por
Jespersen y Hartwick (1973) en Hadrurus arizonensis Ewing, 1928 (luridae
Thorell, 1876). Sin embargo, muy poca informacién descriptiva de los paquetes
espermaticos se proporciona en dicho articulo. Treinta afios mas tarde, Peretti y
Battan-Horenstein (2003) informan de la presencia de paquetes espermaticos en
algunas especies de Bothriuridae Simon 1880. Estudios recientes indican que los
paquetes de esperma estan ampliamente distribuidos en el orden Scorpiones C. L.
Koch, 1850 (Mattoni, 2003; Michalik y Mercati, 2009). Asi, se demostra su
presencia en las especies de una amplia variedad de familias: Bothriuridae (Peretti
y Battan-Horenstein, 2003,), Troglotayosicidae Lourengo, 1998 (Vignoli et al.,
2008), Scorpionidae Latreille, 1802 (Michalik y Mercati, 2009) Euscorpiidae Laurie
1896 (Althaus et al., 2010), luridae (Jespersen y Hartwick, 1973). A pesar de esta
gran distribuciéon de paquetes espermaticos en el orden, hasta la fecha, los
paquetes espermaticos no se han observado en la familia Buthidae C. L. Koch,
1837 (Cruz-Landim y Ferreira, 1973; Alberti, 1983; Peretti y Battan-Horenstein,
2003). Buthidae se considera una familia basal en el orden (Stockwell, 1989;
Sissom, 1990; Prendini, 2000; Soleglad y Fet, 2003; Prendini et al, 2006), sin otras
familias estrechamente relacionadas (Prendini, 2000, 2003; Soleglad y Fet, 2003;
Volschenk et al., 2008). Tampoco se sabe con certeza lo que ocurre en
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Chaerilidae Pocock, 1893, otra familia considerada basal desde el punto de vista
filogenético, ni con Pseudochactidae Gromov, 1998, una familia considerada casi
un fésil viviente (Stockwell, 1989; Soleglad y Fet, 2003; Prendini et al, 2006). Se
carece de datos del resto de las familias de escorpiones como Diplocentridae
Karsch, 1880, Superstitionidae Stahnke, 1940, Typhlochactidae Mitchell, 1971,
Heteroscorpionidae Kraepelin, 1905, Urodacidae Kraepelin, 1905, Vaejovidae
Thorell, 1876, Chaerilidae Pocock, 1893, Chactidae Pocock, 1893, Liochelidae Fet
y Bechly, 2001 y Hemiscorpiidae Pocock, 1893. La morfologia de los paquetes
espermaticos demostré ser muy variable y se presenta de valor como contenido
de informacion filogenética, dentro de la familia Bothriuridae (Mattoni, 2003,). Los
estudios demostraron la existencia de paquetes rectos y plegados, (Peretti y
Battan-Horenstein, 2003; Mattoni, 2003). Los espermatozoides de los paquetes
espermaticos en general parecen estar agrupados en una matriz electrodensa de
material aun por determinar, sin vaina de la secrecion a su alrededor (Vignoli et
al., 2008; Michalik y Mercati, 2009). Trabajos previos sugieren que los paquetes
espermaticos en escorpiones contienen aproximadamente entre 70, 100 (Peretti y
Battan-Horenstein, 2003), 150 (Vignoli et al., 2008) o 250 espermatozoides
(Michalik y Mercati, 2009) por paquete espermatico. La funcion exacta de los
paquetes de esperma es aun desconocida. Peretti y Battan-Horenstein (2003)
sugieren que la presencia de paquetes de espermatozoides puede estar
relacionada con la forma de transferir los espermatozoides. Althaus et al. (2010)
encontraron que los paquetes espermaticos ayudaban a formar un tapén genital
que aparece en la hembra luego de la cépula con el macho. A pesar de estos
hechos, el conocimiento de los paquetes de esperma en los escorpiones es
limitado (Vignoli et al., 2008). Si bien ya existen datos generales de dimensiones y
morfologia, no se ha realizado un analisis minucioso y no se sabe qué patrones
morfolégicos existen en el orden escorpiones. El objetivo principal de este estudio
comparativo fue hacer el primer analisis morfologico de los paquetes de esperma
abarcando algunos de los géneros mas representativos de todo el orden pero
haciendo hincapié en la familia Bothriuridae, que es la familia mas diversa de
Sudameérica (Mattoni, 2003). Para llevar a cabo esta tarea, la morfologia general
de los paquetes de esperma fue descrita en la mayoria de las familias del orden y
se abarcaron todos los géneros de la familia Bothriuridae. Las principales formas y
disefios se identificaron y describieron, y ademas de los analisis cualitativos
también se realizaron analisis cuantitativos con medidas generales. También se

presenta la nueva informacién para evaluar la monofilia del género Bothriurus, y
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evaluar si la forma del paquete de esperma puede realmente considerarse un

caracter filogenético importante para la evaluacion a nivel de familia y de especie.

1.2. OBJETIVOS.

1.2.1. General

Realizar un analisis cualitativo y cuantitativo de la morfologia general de los
paquetes espermaticos en las familias del orden Scorpiones, con hincapié en la
familia Bothriuridae.

1.2.2. Especificos

1. Describir las caracteristicas generales morfologicas de los paquetes
espermaticos en el orden Scorpiones;

2. Analizar y comparar el largo total y el area en las especies seleccionadas
del orden Scorpiones;

3. Analizar el largo de la cabeza del paquete espermatico y la proporcion
que este ocupa en el largo total del paquete espermatico en especies de
la familia Bothriuridae;

4. Realizar un seguimiento filogenético del cambio morfologico general y del
largo total y area de los paquetes espermaticos en el orden y
particularmente en la familia Bothriuridae;

5. Comparar el niumero de espermatozoides que conforman los paquetes
espermaticos tomando como modelo a cuatro especies de la familia

Bothriuridae.
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1.3. MATERIALES Y METODOS

1.3.1. Especies estudiadas

Se estudiaron 89 especies de 62 géneros de 16 familias. No se obtuvo material
para examinar de Microcarmidae (familia recientemente sinonimizada con
Buthidae, Volschenk et al., 2008) y Pseudochactidae. Dentro de Bothriuridae se
aumento el muestreo en Bothriurus por ser el género morfoldgicamente mas
diverso dentro de Bothriuridae (Mattoni, 2003; Ojanguren-Affilastro, 2005). En esta
familia, se muestrearon casi todos los géneros aceptados hasta el momento con
excepcion de Pachakutej. También dentro de Bothriuridae y cuando el numero de
individuos lo permitié, se observaron diferentes grupos dentro de los géneros. En
las demas familias y siempre que fuera posible, se buscé abarcar grupos alejados
para tratar de encontrar diferencias mas marcadas. La clasificacion taxonomica
sigue los lineamientos de Soleglad y Sissom, (2001) y Prendini y Wheeler (2005):

Familia Bothriuridae:

Bothriurus (Bothriurus) araguayae Vellard, 1934, B. (B.) asper Pocock, 1893, B.
(B.) bonariensis (CL Koch, 1842), B. (B.) chacoensis Maury y Acosta, 1993, B. (B)
rochai, Mello-Leitdo 1932, B. (B.) aff. rochai, B. (B.) bocki Kraepelin, 1911, B. (B.)
inermis Maury, 1981, Bothriurus (Andibothriurus) coriaceus Pocock, 1893, B. (A)
keyserlingi Pocock, 1893, B. (A.) rochensis San Martin, 1965, B. (A) flavidus
Kraepelin, 1911, B. (A) cordubensis Acosta, 1995, B. (A) noa Maury, 1984, B. (A)
burmeisteri Kraepelin, 1894, B. (A) olaen Acosta, 1997, Brachistosternus
(Leptosternus) angustimanus Ojanguren-Affilastro y Alsina Roig, 2001, Br. (L.)
pentheri Mello-Leitéo, 1931, Br.(Ministernus) ferrugineus Thorell de 1876,
Centromachetes obscurus Mello-Leitao, 1932, C. pocockii (Kraepelin, 1894),
Cercophonius squama (Gervais, 1843), Lisposoma josehermana Lamoral, 1979 ,
Orobothriurus tamarugal Ochoa et al., 2012, Phoniocercus pictus, Rumikiru
lourencoi Ochoa, 2011, Tehuankea moyanoi Cekalovic de 1973, Thestylus
aurantiurus Yamaguti y Pinto da Rocha, 2003, Timogenes dorbignyi (Guérin
Méneville, 1843), T. elegans (Mello-Leitdo, 1931), Urophonius brachycentrus
(Thorell, 1876), U. tregualemuensis Cekalovic de 1981, Vachonia martinezi
Abalos, 1954.

Familia Buthidae:

Ananteris arcadioi Botero-Truijillo, 2008, Babycurus jacksoni (Pocock, 1890),
Buthus occitanus (Amoreux, 1789), Grosphus ankarana Lourengo y Goodman,
2003, Hottentotta caboverdensis Lourengo y Ythier, 2006, Isometrus maculatus
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(DeGeer, 1778), Lychas obsti Kraepelin, 1913, Mesobuthus cf. tamulus,
Microtityus waeringi Francke y Sissom, 1980, Parabuthus granulatus (Ehrenberg,
1831), Pseudolychas ochraceus (Hirst, 1911), Tityus elii Armas y Marcano
Fondeur, 1992, Zabius fuscus (Thorell, 1876).

Familia Chactidae:

Brotheas sp., Brotheochactas nitidus Pocock, 1893, Chactas aequinoctialis
(Karsch, 1879), Chactopsis anduzei Gonzalez-Sponga, 1982, Nullibrotheas allenii
(Wood, 1863), Teuthrastes sp.

Familia Chaerilidae:

Chaerilus variegatus Simon, 1877, C. julietteae Lourengo, 2011.

Familia Diplocentridae:

Cazierius garridoi, Armas, 2005, Diplocentrus lindo, Stockwell y Baldwin, 2001,
Nebo hierichonticus (Simon, 1872).

Familia Euscorpiidae: Megacormus gertschi Diaz Najera, 1966, M. aff. grubbsi,

Euscorpius (Tetratrichobothrius) flavicaudis (DeGeer, 1778); Euscorpiops
longimanus (Pocock, 1893); Scorpiops hardwickei (Gervais, 1843); Troglocormus
ciego Francke, 1981.

Familia Hemiscorpiidae:

Hemiscorpius lepturus Peters, 1861.
Familia Heteroscopionidae:

Heteroscorpion goodamani.

Familia luridae:

Caraboctonus keyserlingi Pocock, 1893, Hadrurus arizonensis Ewing, 1928,
lurus dufoureius (Brullé, 1832).

Familia Liochelidae:

Hadogenes troglodytes (Peters, 1861), Liocheles aff. waigiensis, Opisthacanthus
capensis Thorell, 1876, O. valerioi Lourengo, 1980.

Familia Scorpionidae:

Pandinus (Pandinus) imperator (CL Koch, 1841), Scorpio maurus Linnaeus,
1758.

Familia Superstitionidae:

Superstitiona donensis Stahnke, 1940.

Familia Troglotayosicidae:

Troglotayosicus humiculum Botero-Truijillo y Francke, 2009.

Familia Typhlochactidae:

Alacran tartarus Francke, 1982, Typhlochactas sp..

Familia Urodacidae:
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Urodacus planimanus Pocock, 1893.

Familia Vaejovidae: Smerigurus mesaensis (Stahnke, 1957), S. grandis

(Williams, 1970), Syntropis williamsi, Soleglad, Lowe y Fet, 2007, Uroctonus
glimmei Kraepelin 1911, U. mordax (Thorell, 1876), Vaejovis mexicanus C. L.
Koch, 1836, Vaejovis spinigerus (Wood, 1863), V. variegatus Pocock, 1898,

Vejovoidus longiunguis (Williams, 1969).

1.3.2. Procedimiento general para la extraccion de los paquetes de

esperma y preparado de las muestras

Se analizaron especimenes de coleccion conservados en etanol 80%. Se
disecaron machos adultos. Se hizo un corte en la zona pleural izquierda y con el
uso de pinzas de punta fina se extrajo el érgano paraxial. El 6rgano paraxial
contiene la vesicula seminal, donde se almacenan los paquetes espermaticos. Se
extrajeron tres muestras de paquetes espermaticos de la vesicula seminal. Dos
muestras sirvieron para el analisis de la morfologia de los paquetes espermaticos.
Una muestra se monto en un preparado temporal con glicerina liquida (ver
detalles debajo) para la totalidad de las especies examinadas vy sirvié también
para la caracterizacion del polimorfismo. Otra muestra se preparé para
microscopia electronica de barrido (SEM, ver detalles debajo) en 25 de las

especies para reforzar el analisis de la morfologia.
1.3.2.1. Preparados para microscopia optica

Para el preparado temporal con glicerina, se esparcio la muestra de paquetes
espermaticos en una gota de glicerina liquida pura sobre una camara de
Neubauer (Improved Neubauer, Boeco Alemania) y se cubrié con un cubreobjetos.
La camara de Neubauer proporcioné un soporte adecuado para poder tomar luego
medidas, ya que se pudo utilizar la grilla de la camara como escala bajo el
microscopio 6ptico. Se tomaron fotografias digitales en un microscopio 6ptico con
contraste de fases (Nikon Eclipse 50i) mediante el uso de una camara digital
(Nikon DIGITAL SIGHT DS-fi1) montada en dicha dptica. Tanto la glicerina como
el alcohol no modifican la morfologia de los paquetes espermaticos. De hecho la
glicerina pura logré mantener la integridad de los paquetes espermaticos por mas
de un afo. Para corroborar que ninguno de los dos productos modificaba la
morfologia de los paquetes espermaticos, se realizaron comparaciones entre
material fresco y conservado en 4 especies de la familia Bothriuridae y no se
encontraron diferencias significativas. Si la preservacion del espécimen fue
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adecuada, los paquetes espermaticos se mantuvieron en éptimas condiciones y
se pueden usar especimenes preservados en etanol hace mucho tiempo

proveniente de colectas antiguas.
1.3.2.2. Preparados para microscopia electronica de barrido (SEM)

Las muestras destinadas a SEM se deshidrataron usando un gradiente creciente
de alcoholes etilicos hasta etanol absoluto. Para el secado se usaron
indistintamente dos técnicas, punto critico y el tratamiento con un compuesto
organico volatil. Ambas técnicas no afectan la morfologia del material analizado.
En el segundo método, el etanol se ve desplazado por un liquido organico de alta
volatilidad, hexametildisilizano (HMDS), que a temperatura y presion ambiental se
evapora rapidamente. La muestra se sumerge en cinco gotas del compuesto y se
deja reposar dos horas y luego se le agregan cinco gotas mas y se deja reposar
durante toda la noche para permitir que se seque la totalidad del compuesto. Una
vez secada la muestra se monté sobre un taco metalico provisto de cinta adhesiva
de doble capa. Finalmente se metalizé el preparado con Oro (Au) y Paladio (Pd).
Por ultimo, las muestras se analizaron en un microscopio electrénico Hitachi S-
4700 Field Emission SEM. El procesado de los materiales y la toma de las
imagenes en el SEM se realizaron en el American Museum of Natural History
(New York, USA).

1.3.3. Analisis del material
1.3.3.1. Morfologia general de paquetes espermaticos y medidas

1.3.3.1.1. Analisis cualitativo

Se tomaron las fotografias digitales de microscopia éptica y microscopia
electrénica de barrido para realizar la descripcion cualitativa de los paquetes
espermaticos en las familias analizadas del orden. Primero se describio la forma
general de los paquetes espermaticos citando los patrones mas importantes
observados en el orden. Luego, se describio la o las morfologias presentadas por
las especies estudiadas de cada una de las familias analizadas y se compararon
entre ellas. Se estudia en general al Orden Scorpiones con al menos un
representante por familia y se hace hincapié en la familia Bothriuridae por ser esta

una familia muy diversa y disponible en las colecciones.
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Se realizé también una optimizacion de la morfologia general del paquete
espermatico en un arbol filogenético de las familias analizadas (Coddington et al.,
2004). Luego este analisis se amplio incluyendo las especies analizadas (Ver
detalle debajo, apartado 1.3.7).

El caracter mostré 4 estados, ausencia de paquetes espermaticos, presencia-
plegado, presencia-recto y presencia-esférico. Se tomaron a estos cuatro estados
como estados patron de los cuales luego existen variantes (ver descripciones del
apartado 1.4.1.1.2 y Capitulo 2).

1.3.3.1.2. Analisis cuantitativo

Para el analisis cuantitativo, se utilizé un software de procesado de imagenes
Imaged 64bits (Schneider et al., 2012), con el que se procedié a tomar mediciones
del largo total, ancho y angulos (ver debajo), donde la morfologia de los paquetes
lo permitia, para luego comparar las mediciones entre las especies. Las medidas
para el largo total se tomaron con el la herramiento linea recta del software Image
J, midiendo por la zona media del paquete espermatico desde el borde anterior
donde se encuentran los nucleos espermaticos, hasta el borde posterior donde
estan los flagelos de los espermatozoides. Para el area se utilizé la funcion area
del mismo software y se siguio el contorno del paquete espermatico. Luego de un
analisis preliminar para identificar la forma del paquete espermatico (utilizando
microscopia Optica, contraste de fases y SEM) se seleccionaron las fotografias de
los paquetes espermaticos que mejor reflejaban la morfologia general para su

posterior analisis.

1.3.3.1.2.1. Generales para todo el Orden

En general para las especies analizadas de las familias de todo el orden se
tomaron preferentemente medidas de largo total (Lt) y area (Ar) del paquete
espermatico, medidas estandares factibles de registrar en todos los casos.
Cuando el paquete no era totalmente recto o presentara pliegues, se procedié a
medir el largo observable del paquete espermatico y el largo total se estimé
teniendo en cuenta el numero de pliegues que presentaba. Por ejemplo, para los
paquetes plegados a la mitad, los valores netos medidos se multiplicaban por dos,
mientras que en los circulares donde se podian ver dos pliegues, el valor neto se
multiplicaba por cuatro, para poder obtener una aproximacion del tamafio real. Se
tornd dificil tomar, en las especies cuyos paquetes espermaticos estaban
plegados, otras medidas de caracteres, tales como el angulo entre el eje del

cuerpo del paquete espermatico y su cabeza o el largo de las cabezas ya que el
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plegamiento dificultaba la medicién. Para las especies con paquetes plegados se
analizaron los valores medidos de 10 paquetes espermaticos por especie y con
ello se realiz6 un analisis de varianza de una via y un test PosHoc de Tukey,

ambos con un alfa del 5%.

1.3.5.1.2.2. Familia Bothriuridae

Para las especies de la familia Bothriuridae fue posible el analisis mas detallado
de la estructura de los paquetes espermaticos. Para estas especies se analizaron
ademas de las variables de largo total y area, que se tomaron para analizar las
demas especies del orden, otras variables complementarias: el largo de la zona
donde se alojan las cabeza de los espermatozoides, el angulo entre el eje
principal del cuerpo y la zona de las cabezas espermaticas y ancho de la zona de

las cabezas espermaticas.
1.3.4. Analisis de correlacion de mediciones

Se realizaron analisis de correlacion de Spearman entre las diferentes variables
registradas a los fines de detectar si existe alguna asociacion entre ellas. Para las
especies del orden se analizo el largo total vs. el area del paquete espermatico, en
tanto que con los valores promedio de cada especie, y para la familia Bothriuridae
ademas se incluyo el largo de la zona donde se alojan las cabezas espermaticas
analizando la proporcién del largo de las cabezas y el largo total del paquete
espermatico con los valores promedio obtenido de cada uno de los machos de
cada especie. Para tal fin se dividi6 el largo total de la cabeza por el largo total del
paquete de esperma. Los datos se analizaron utilizando el software estadistico R
de cdédigo abierto (R Core Team, 2012). Las especies analizadas fueron
escogidas porque para ellas se contaba con un numero minimo de individuos que

permitian la realizacién de este analisis y que no se contaban en otras especies.
1.3.5. Ajuste a la hipétesis filogenética.

Para la optimizacion de caracteres de las familias del orden escorpiones se
tomaron las siguientes especies: Parabuthus granulatus [Buthidae], Chactas
aequinoctialis, Nullibrotheas allenii, Chactopsis anduzei, Brotheas sp. [Chactidae],
Megacormus gertschi, M. aff. grubbsi, Troglocormus ciego, Scorpiops hardwicki,
Euscorpiops longimanus, Caraboctonus keyserlingi, lurus dufoureius, U. mordax,
Vaejovis mexicanus, Vejovoidus longiunguis, Superstitiona donensis, Alacran

tartarus, Troglotayosicus humiculum, Hemiscorpius lepturus, Opisthacanthus
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capensis, Liocheles aff. waigiensis, Urodacus planimanus, Heteroscorpion
goodmanii, Diplocentrus lindo, Scorpio maurus, Pandinus imperator, Lisposoma
josehermana, Thestylus auriantiurus, Brachistosternus ferrugineus,
Brachistosternus pentheri, Brachistosternus angustimanus, Orobothriurus
tamarugal, Tehuankea moyanoi, Centromachetes obscurus, Cercophonius
squama, Phoniocercus pictus, Urophonius tregualemuensis, Urophonius
brachycentrus, Bothriurus keyserlingi, Bothriurus rochensis, Bothriurus noa,
Bothriurus cordubensis, Bothriurus coriaceus, Bothriurus olaen, Bothriurus
burmeisteri, Bothriurus flavidus, Bothriurus bocki, Vachonia martinezi, Timogenes
elegans, Timogenes dorbignyi, Bothriurus rochai, Bothriurus araguayae, Bothriurus
chacoensis, Bothriurus bonariensis. Asi, se analizaron representantes de luridae,
Vaejovidae, Typhlochactidae, Superstitionidae, Troglotayosicidae, Scorpiopidae,
Euscorpiidae, Chactidae, Diplocentridae, Liochelidae, Scorpionidae,
Hemiscorpidae, Urodacidae, y Heteroscorpidae. Si bien se excluyé a Chaerilidae y
Buthidae por carecer en general de paquetes espermaticos, se incluyeron dos
especies de Buthidae que presentaron algun tipo de agregacion de esperma,
Parabuthus granulatus y Ananteris arcadioi (véase resultados).

La familia Bothriuridae se analizé por separado y también fue incluida dentro del
analisis del orden. Se optimizaron dos caracteres continuos, el largo total del
paquete espermatico y el area del mismo. Para esta familia, se optimizaron,
ademas del largo total y el area, otros caracteres como el largo de la cabeza del
paquete de esperma y el angulo entre la cabeza y el cuerpo. Para la optimizacion
de variables se construy6 un arbol filogenético basado en las hipotesis
filogenéticas actuales construidas con caracteres morfologicos y de ADN
(Coddington et al., 2004 para el Orden; Mattoni, 2003; Mattoni y Prendini, 2007
para la familia Bothriuridae). El arbol filogenético se genero utilizando el programa
de analisis filogenético Mesquite v. 2.75 (Madison y Madison, 2011). Para el
analisis de Bothriuridae, se excluyé Bothriurus asper, y B. inermis porque las
fotografias no estaban claras para su medicion. Para optimizar caracteres
continuos en la filogenia escogida, se cred un intervalo (media + un desvio
estandar) con los caracteres, como se recomienda en Goloboff et al. (2006). Estos
valores se ingresaron como caracteres continuos junto al cladograma en el
software de analisis filogenético TNT 1.1 (Goloboff et al., 2008). Los valores se
optimizaron en el cladograma utilizando el método de parsimonia (Farris, 1970) y
se registraron los valores para los nodos internos (ancestros hipotéticos) (Goloboff
et al., 2006).
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se analizaron los valores de dos medidas de ajuste para evaluar como los
caracteres individuales se ajustan al cladograma. Para ello se analizaron dos
indices, el indice de consistencia (Kluge y Farris, 1969) y el indice de retencion
(Farris, 1989). El primero de los indices mide la cantidad de homoplasia mostrada
por el caracter. El maximo valor posible del indice de consistencia es 1, lo que
indica un ajuste perfecto del caracter al cladograma, mientras que el minimo valor
posible es cercano a cero y esta dado por m/g (Farris, 1989). El indice de
retencion, por su parte también mide el grado de homoplasia pero teniendo en
cuenta que tan bien las sinapomorfias explican el cladograma. Al igual que ocurre
con el indice de consistencia, los valores cercanos a 1 muestran un mejor ajuste
del caracter al cladograma y se define como cero para caracteres que no informan
sobre parsimonia. Se analizaron los patrones generales de cambio de los
caracteres optimizados en la filogenia. Con los datos de morfologia obtenidos en
el apartado 1.3.5.1.1, se optimizaron las diferentes formas en un arbol filogenético
de las familias analizadas y a un nivel mas fino, en un arbol con todas las
especies analizadas. Se ingresaron los taxones junto a los estados del caracter
“forma del paquete espermatico” y finalmente se agregé el arbol filogenético del
grupo. La optimizacion del caracter mostré de una manera general los cambios de

forma de los paquetes espermaticos sufridos durante la evolucion del orden.

1.3.6. Determinacion de la cantidad de espermatozoides por paquete

espermatico

Se realiz6 un conteo de espermatozoides por paquete espermatico mediante
fotografias tomadas en el microscopio electronico de transmision en especies
seleccionadas de la familia Bothriuridae. Timogenes elegans, Bothriurus
bonariensis, Urophonius brachycentrus, Bothriurus rochensis y Brachistosternus
ferrugineus. Estas especies fueron elegidas por su disponibilidad en los
muestreos, analizando en detalle en MET un macho en cada una. Para el analisis
se tomo una vesicula seminal de un individuo y se fijé en formol al 4% y
glutaraldehido al 2% (este utimo lo preparamos desdes una inicial al 25% y una
intermedia que se hace al 8%) en buffer cacodilato (pH 7,3, 0,1 M) durante dos
horas y, a continuacién fijacién con tetréxido de osmio al 1% en el mismo buffer.
Después de la deshidratacion en concentraciones crecientes de acetona, las
muestras fueron incrustadas en araldita y se polimerizé a 60 °C. Luego se
obtuvieron secciones delgadas transversales de paquetes espermaticos con una

cuchilla de diamante en un ultramicrétomo JEOL JUM-7 y fotografiado en un
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microscopio electronico de transmision Zeiss LEO 906E. Se contaron los
espermatozoides en los cortes transversales realizados a nivel de la pieza media,

zona que facilmente pueden identificarse los mismos para tal fin.

1.4. RESULTADOS

1.4.1 Morfologia general de paquetes espermaticos
1.4.1.1 Analisis cualitativo

1.4.1.1.1 Patrones generales

Catorce de las dieciseis familias analizadas presentaron paquetes espermaticos.
Buthidae presentd espermatozoides libres o débilmente agregados en pocas
especies y Chaerilidae sélo presentd espermatozoides libres. Existe una gran
cantidad de tipos y variantes de paquetes espermaticos. Los mas abundantes son
los de tipo plegados, rectos y esféricos (Fig. 1). Sus variantes son, para los rectos,
recto en forma de bastén (con la zona anterior curvada en unos 45 grados) y otros
paquetes rectos que varian en otras caracteristicas como el grosor o el largo (Ver
familia Bothriuridae en las descripciones mas adelante). El tipo plegado parece ser
el tipo mas comun de paquete espermatico en las especies estudiadas (Fig. 1a).
Aparecio en el 57% de las familias analizadas y en un 39% de las especies con
paquetes espermaticos analizadas. Este tipo de paquete espermatico se encontrd
también frecuentemente asociado a paquetes circulares ver descripciones mas
adelante en este capitulo). La morfologia de los paquetes espermaticos fue
variable en el orden pero la variabilidad fue mas notoria en la familia Bothriuridae
(Fig. 1b). En esta familia aparecieron cuatro tipos generales de paquetes
espermaticos (plegado, recto, circular, bastén), algunos de estos con variantes
sutiles y seran descriptas en detalle mas adelante. En Bothriuridae es muy comun
el paquete recto en forma de baston que se observa en 35% de las especies
analizadas en la familia (Fig. 1b). En Bothriuridae también se encontraron
paquetes plegados en los géneros Timogenes, Vachonia y algunos Bothriurus (un
total aproximado de 26% de las especies estudiadas en Bothriuridae). Estas
especies también tienen paquetes en forma de anillo que parecen ser mas comun
en algunas especies que en otros (por ejemplo, en Bothriurus inermis, ver mas
adelante). A continuacién se presenta la descripcion detallada de cada familia

analizada.
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Familias

MRecto MPlegado mEsferico M Ausencia

Especies analizadas

HRecto MPlegado mEsferico M Ausencia

b

Fig. 1. Porcentaje de los principates tipos morfolégicos de paquetes espermaticos, junto al
porcentaje de las especies con ausencia de paquetes espermaticos. a) Porcentaje de los
principales tipos morfolégicos en las Familias del Orden Scorpiones. Se observa la amplia
predominancia de los paquetes plegados. b) Porcentaje de tipos morfoldgicos basicos
contemplando las especies analizadas dentro de las Familias. Se observa un incremento
en el porcentaje de tipo recto debido al amplio muestreo en la Familia Bothriuridae en
donde la mayoria de las especies analizadas presentan paquetes rectos o variantes del
mismo (e]. paquete en forma de baston). Ver texto para una explicacion mas detallada.
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Tabla 1. Valores de largo total y area de las especies que permitieron la medida de dichas

variables. Los datos se representan como el promedio + desvio estandar.

Familia Especies Largo total (um) Area (um?)
Bothriurus araguayae 19945 1408+106
Bothriurus bocki 15945 948171
Bothriurus bonariensis 249+11 1041+161
Bothriurus burmeisteri 287+19 1850+148
Bothriurus chacoensis 226%11 1026+79
Bothriurus cordubensis 3023 1695+121
Bothriurus coriaceus 32917 20221130
Bothriurus flavidus 212423 14724176
Bothriurus keyserlingi 300+14 1633198
Bothriurus noa 332+16 16471162
Bothriurus olaen 32819 2430+265
Bothriurus rochai 201+33 1716+477
° Bothriurus rochensis 269+15 1201+145
"8 Brachistosternus angustimanus | 253+1 2349161
; Brachistosternus ferrugineus 23348 1875+395
B Brachistosternus pentheri 205+13 1855+246
® Centromachetes obscurus 354110 2703+185
Cercophonius squama 227120 1369+35
Lisposoma josehermana 28818 29431668
Orobothriurus aff curvidigitus 19345 541+37
Phoniocercus pinto 16516 7091147
Rumikiru lorencoi 15813 355152
Tehuankea moyanoi 32416 24804358
Thestylus aurantiurus 16217 553+33
Timogenes dorbigyi 227114 1261+198
Timogenes elegans 24017 1651.13+281
Urophonius brachycentrus 3117 2589129
Urophonius tregualemuensis 26414 2376x125
Vachonia martinezi 20019 1243+183
Buthidae Ananteris arcadioi 152+19 NA
Parabuthus granulatus 230+28 48191629
Brotheas sp 21048 2181+374
Chactas aequinoctialis 14414 7831180
Chactidae Chactopsis anduzei 24416 2904+808
Nullibrotheas alleni 23143 1802+128
Teuthrastes sp 246127 NA
Diplocentridae | Diplocentrus lindo 192+7 5299+437
Euscorpius flavicaudis 11245 899187
Euscorpiidae Megacormus aff grubbsi 21744 16441236
Megacormus gertschi 23042 21331437
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Familia Especies Largo total (um) Area (um?)
Hemiscorpidae | Hemiscorpius lepturus 195+12 2548271
Heteroscorpidae | Heteroscorpion goodmanii 171+14 1556+332
luridae lurus duforensis 335+14 2679489
Caraboctonus keyserlingi 3236 69171600
. . Liocheles aff waigiensis 1464 462148
Liochelidae
Opisthacanthus capensis 15148 1213458
o Pandinus imperator 158+8 881151
Scorpionidae
Scorpio maurus 1494 539161
Euscorpiops longimanus 16613 1085156
Scorpiopidae Scorpiops hardwicki 193+19 15424296
Troglocormus ciego 130+17 2888+732
Superstitionidae | Superstitiona danensis 231+46 21544366
Troglotayosicidae | Troglotayosicus humiculum 14543 1049+140
Typhlochatidae Alacran tartarus 177421 20021616
Urodacidae Urodacus planimanus 282435 2216+375
Uroctonus mordax 20319 3924+1500
Vaejovidae Vaejovis mexicanus 160+7 1366+153
Vaejovoidus longiunguis 18714 21014621
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1.4.1.1.2 Descripcion de la morfologia general de los paquetes

espermaticos por familia
Familias Buthidae y Chaerilidae

Se analizaron individuos de 13 especies de Buthidae. Aproximadamente el 77%
(10/13) de las especies estudiadas muestran espermatozoides sueltos sin ningun
arreglo aparente dentro de la vesicula seminal (Fig. 2 a-e). Hubo tres
excepciones, Ananteris arcadioi, Parabuthus granulatus y Hottentotta
caboverdensis (Fig. 2 f- h). Ananteris arcadioi no mostré paquetes espermaticos
de ningun tipo, pero mostré agrupamientos grandes de espermatozoides,
similares a grandes bloques de espermatozoides (Fig. 2 f). Al extraerlos de la
vesicula seminal se veian como poligonos que encajaban uno con otro de lado.
Parabuthus granulatus si mostro arreglos de espermatozoides de unos 150 a 200
pm de longitud de forma ahusada, similares a paquetes espermaticos (Fig. 2 g).
De la misma manera, H. caboverdensis tuvo arreglos de unas 100 um de longitud
(Fig. 2 h). Los espermatozoides en estas dos ultimas especies se mostraron
alineados pero la agregacion no era comparable a la firme agregacion de los
paquetes espermaticos que se observaron en las demas familias. Los
espermatozoides estaban agrupados de manera laxa.

En la familia Chaerilidae, se observé la misma organizacion de espermatozoides
que en la mayoria de los Buthidae. Las dos especies analizadas, Chaerilus
variegatus y C. julietteae, no presentaron paquetes espermaticos y los
espermatozoides estaban sueltos dentro de la vesicula seminal formando una

gran masa desordenada de espermatozoides (Fig. 3 a, b).
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Fig. 2. Espermatozoides libres y agrupamiento de esperma en la Familia Buthidae. a-e)

i

Especies en donde los espermatozoides se encuentran sueltos sin indicios de agrupacion.

f-h) Especies en donde se observo agrupamiento de esperma.
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Fig. 3. Espermatozoides libres en dos representantes de la familia Chaerilidae.
Familia Chactidae

Esta familia mostré paquetes espermaticos esféricos o plegados. El género
Chactas mostrd paquetes espermaticos esféricos (Fig. 4 a) mientras que los
demas géneros tuvieron paquetes mas ovoides similares en algunos casos a los
paquetes plegados vistos en otras familias (Fig. 4 b-f). La morfologia de los

paquetes espermaticos de Chactopsis anduzei fue muy diferente a los demas, con

una forma mas ahusada y con patrones de lineas en el centro del paquete
espermatico al ser observado bajo microscopio optico (Fig. 4 f). Las micrografias
electronicas en Brotheas, Nullibrotheas y Teuthrastes, mostraron la presencia de
una membrana que cubria la totalidad del paquete espermatico dandole una
apariencia mas lisa que los paquetes espermaticos de las demas familias (gj. Fig.
4 b).

w
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Chactas " Brotheochactas
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Fig. 4. Diversidad de paquetes espermaticos dentro de la familia Chactidae. En la imagen
(b) (Brotheas sp.) notese a la izquierda la presencia de una membrana que recubre la
totalidad del paquete espermatico (flecha blanca). Debajo de la membrana, pueden verse
los espermatozoides agrupados.La flecha en la imagen (d) muestra la zona donde se
alojan las cabezas de los espermatozoides en el paquete espermatico La imagen (f)
(Chactopsis anduzei) la flecha indica los patrones de lineas que se observan bajo
microscopia optica.
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Familias Diplocentridae, Euscorpiidae, Hemiscorpiidae, Heteroscorpionidae,
Liochelidae, Scorpionidae, Troglotayosicidae, Typhlochactidae, Urodacidae,

Vaejovidae

Como sucede con algunos representantes de la familia Bothriuridae, las especies
analizadas de estas 10 familias presentan paquetes espermaticos plegados, es
decir doblados a la mitad justo por la zona en la que se encuentra la pieza media
de los respectivos espermatozoides que lo constituyen (Fig. 5 a-f; Fig. 6 a, e; Fig.
7 a, c, d, e, f). En general no se observaron diferencias marcadas entre las
especies en cuanto al tipo de plegamiento o su tamafio. También se observaron
variantes de este plegamiento en algunas de las especies que pertenecian a estas
familias (ej. Fig. 6 a, b, ¢, f; Fig. 7 b, ¢, d). Euscorpiidae mostré ser una familia
diversa ya que en los géneros estudiados aparecieron varias formas, que si bien
son similares, se pueden identificar las diferencias (Fig. 6). Por ejemplo,
Megacormus gertschi y M. aff. grubbsi mostraron sélo paquetes esféricos (Fig. 6
b, c), pero el otro Euscorpiidae analizado, Euscorpius flavicaudis, ademas de los
paquetes esféricos también presenté paquetes plegados, estos ultimos con las
cabezas grandes y trapezoidales (Fig. 6 a). Euscorpiops longimanus tiene
paquetes circulares con la zona anterior rugosa, esta rugosidad se observa tanto
en imagenes de microscopio 6ptico como en SEM. Otra particularidad, que
comparte con los Chactidae analizados, es la presencia de una membrana que
recubre la totalidad del paquete espermatico (Fig. 6 d). La especie Scorpiops
hartwickei muestra paquetes plegados de los mas comunes en el orden (Fig. 6 e).
Troglocormus ciego (Fig. 6 f) posee paquetes esféricos de plegado doble sin
membrana visible. Los paquetes de plegado doble estan formados por paquetes
plegados de los mas abundantes, en donde se pliega una vez mas por su parte
media, generando un paquete mas redondeado y corto (Fig. 6 f). En Scorpionidae,
Pandinus imperator presentd paquetes plegados uniformes en ancho y Scorpio
maurus mostré paquetes esféricos similares a los de Euscorpiidae (Fig. 7 a, b). En
Liochelidae, Liocheles aff. waigiensis present6 paquetes plegados y circulares,
mientras que las especies de Opisthacanthus muestra solamente paquetes
plegados (Fig. 7 d, €). Por ultimo, la familia Diplocentridae (Fig. 8 a-c) mostro
paquetes plegados (Fig. 8 a) y también paquetes esféricos sin membrana visible
(Fig. 8 b).

Familia Superstitionidae

La familia Superstitionidae contiene un solo género y una Unica especie,

Superstitiona donensis. Esta especie presenta paquetes rectos diferentes a los
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que posee luridae o algun representante de la familia Bothriuridae, con un notorio
ensanchamiento en la zona donde se encuentran los nucleos de los

espermatozoides y se va adelgazando hacia la zona de los flagelos (Fig. 8 d).
Familia luridae

La familia luridae mostré paquetes espermaticos rectos, algunos como en el caso
de lurus dufoureius son delgados y pueden doblarse en la zona anterior (Fig. 8 e),
otros como Caraboctonus keyserlingi tienen un aspecto mas grueso que los de
lurus (Fig. 8 f). La forma exacta del sector de las cabezas de los espermatozoides
en los paquetes de C. keyserlingi no es completamente visible, ya que siempre
aparecio rota o abierta (probablemente el proceso de separacion de
espermatozoides comenzaba alli). El primer tercio del paquete (justo detras de
donde se divisaba la zona de las cabezas) es mas suave y mas compacto. El
cuerpo, en general, parece mas ancho que el cuello, siendo la cola como una
punta de flecha (Fig. 8 f). También en las mismas muestras aparecieron paquetes
espermaticos rectos y finos notablemente diferentes a los que se describieron

previamente (Ver Capitulo 2).
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Fig. 5. Paquetes plegados en diferentes familias del Orden Scorpiones. a-d) Vaejovidae. e)
Hemiscorpiidae. f) Troglotayosicidae.
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Fig. 6. Diversidad de paquetes espermaticos en la familia Euscorpiidae. Nétese la gran

variabilidad que muestra esta familia. En la imagen (d), se identifica una membrana que
recubre el paquete espermatico y la parte anterior parece estar ondulada (flecha).
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Fig. 7. Paquetes plegados en diferentes familias del Orden Scorpiones y sus variantes. a-
b) Scorpionidae; c) Typhlochactidae; d-e) Liochelidae; f) Urodacidae. Nétese que es muy
frecuente la aparicion de paquetes circulares o esféricos acompanando a los paquetes

plegados (flechas figs. c y d).
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Fig. 8. Diversidad de paquetes espermaticos en cuatro familias del Orden Scorpiones. a-b)
Diplocentridae; c) Heteroscopionidae; d) Supertitionidae. e-f) luridae. Estas tres ultimas
especies, pertenecientes a dos familias no presentan paquetes plegados sino paquetes

rectos.
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Familia Bothriuridae
Género Bothriurus

Se analizaron 16 especies del género Bothriurus. Todas las especies
presentaron paquetes espermaticos. En general el paquete espermatico mas
comun fue el de tipo baston (aparecio en el 50% de las especies analizadas de la
familia). El paquete tipo baston es recto con un arqueamiento en la zona anterior
ensanchada donde se encuentran los nucleos de los espermatozoides y se va
adelgazando hacia la zona del flagelo de los mismos. La zona de los nucleos
espermaticos mostré una inclinacion en un angulo ligeramente mayor a un angulo
recto con respecto al eje del cuerpo del paquete espermatico. Los paquetes de
este tipo se encontraron sélo en esta familia y la mayoria de las especies que
mostraron paquetes en forma de bastén pertenecen al subgénero Andibothriurus
(Fig. 9 a-h). Existe variacion en el largo total pero todas las especies muestran
paquetes de morfologia muy similar. En las especies del subgénero Bothriurus
hubo mayor variacion de formas, comparado con el subgénero anterior. Los
paquetes en general fueron rectos con un ancho uniforme entre la zona de las
cabezas de esperma y la zona de sus flagelos (Fig. 10 a-c). En B. araguayae los
paquetes rectos mostraron la zona de las cabezas marcadamente definida y larga
comparado con las demas especies (Fig. 10 a). Bothriurus bonariensis y B.
chacoensis presentaron también paquetes rectos similares a los de B. araguayae
aunque ligeramente mas delgados (Fig. 10 b, c). Un lote de individuos de B.
chacoensis y B. bonariensis presentaron paquetes rectos con ondulaciones en la
zona anterior donde se alojan los nucleos de los espermatozoides y un cuerpo
significativamente mas delgado que el descripto en este apartado. Bothriurus
bockiy B. inermis presentaron paquetes plegados con un ancho uniforme a lo
largo de todo el paquete con un ligero adelgazamiento hacia la zona de los
flagelos de los espermatozoides (ej. Fig. 10 d). La zona donde se alojan los
nucleos de los espermatozoides es similar a B. araguayae. En B. inermis también
aparecieron gran cantidad de paquetes circulares (Fig. 10 €). Ambos tipos de
paquetes, los plegados y los circulares, comunmente aparecieron juntos en las
especies con paquetes plegados en la mayoria de las familias. Los paquetes
circulares fueron mucho mas comunes en B. inermis que en otras especies en las
que también aparecieron. Surgen dudas con el tipo de paquetes espermaticos que
presentan B. asper, B. cacule y B. rochai. Fue dificil identificar el tipo de paquete
pero se obtuvieron algunas fotografias que muestran paquetes rectos (Fig. 10 f-h).

Bothriurus asper presentd agregaciones que parecian mostrar paquetes rectos
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pero no se identificaban con precision. Bothriurus cacule, afin al grupo rochai,
mostré paquetes rectos y uniformes, con la zona que aloja los nucleos
espermaticos muy corta a comparacion de lo que ocurre por ejemplo en B.
araguayae 'y B. bocki. Bothriurus rochai presento paquetes rectos pero no

uniformes como los de B. araguayae ni los de B. cacule (Fig. 10 h).

Géneros Brachistosternus, Tehuankea, Urophonius, Phoniocercus, Cercophonius.

Estos cinco géneros presentan principalmente paquetes espermaticos en forma
de baston, con excepcion de Cercophonius que también muestra plegamiento.

Brachistosternus presenta paquetes espermaticos con la zona de los nucleos de
los espermatozoides corta y ancha, el cuerpo del paquete espermatico se va
adelgazando uniformemente hacia la zona de los flagelos (Fig. 11 a-c).
Brachistosternus angustimanus mostré paquetes ligeramente mas largos que las
otras dos especies (Tabla 1).

Tehuankea mostré paquetes largos que se adelgazan uniformemente hacia
posterior. Las cabezas son conspicuas pero no tan largas en comparacion a su
tamano total y presentan un fuerte angulo entre la cabeza y el cuerpo (Fig. 11 d).

Phoniocercus y Urophonius presentaron paquetes espermaticos bastante
similares (Fig. 11 e-g). La zona de las cabezas espermaticas se encuentra en un
angulo recto o ligeramente mayor con respecto al cuerpo. El cuerpo del paquete
espermatico se adelgaza abruptamente hacia la zona de los flagelos. En U.
brachycentrus la zona media del paquete espermatico en ocasiones mostro
ondulaciones (Fig. 11 €). Cercophonius, por su parte, tiene una estructura similar
a Urophonius, pero fueron ligeramente mas delgados y la mayoria se presento
plegado (Fig. 11 h). Sin embargo se diferencia de los demas paquetes plegados
en que la zona que aloja los nucleos espermaticos no es recta (como en
Timogenes) sino que, al igual que en Urophonius y Phoniocercus, esta formando
un angulo cercano a los 90 grados (Fig. 11 h). El cuerpo de los paquetes
espermaticos se adelgaza marcadamente hacia la zona de los flagelos. El largo
de los paquetes espermaticos en Phoniocercus fue menor al de los otros géneros

(ver debajo).
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Fig. 9. Diversidad de paquetes espermaticos en la familia Bothriuridae, subgénero
Bothriurus (Andibothriurus). Todos los representantes muestran paquetes rectos en forma
de bastén. En la fig. h se identifica la zona de los nucleos espermaticos (flecha) y se aplica
a las demas figuras.
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Fig. 10. Diversidad de paquetes espermaticos en Bothriuridae, subgénero Bothriurus
(Bothriurus). Figs. a) b) y d) nucleos espermaticos en la cabeza del paquete espermatico
(flechas). Nétese la diferencia de a) y b) con los paquetes del sugbgénero Andibothriurus.
e) Paquete circular que se frecuentemente asociado a paquetes plegados en muestras
provenientes de un mismo individuo.
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Fig. 11. Diversidad de paquetes espermaticos en la familia Bothriuridae. a-c) Género
Brachistosternus; d) Género Tehuenkea; e-h) Géneros relacionados a Urophonius. Fig. h
se muestra la zona de los nucleos espermaticos de los espermatozoides que componen el
paquete espermatico (flecha). Comparese luego con la Fig. 12 g en donde esa zona es

recta y de mayor longitud.

45



Género Centromachetes

Centromachetes mostré paquetes espermaticos largos con una zona de nucleos
de espermatozoides corta (Fig. 12Fig. 12 a, b). El cuerpo del paquete se adelgaza
hacia la zona de los flagelos. Presenta una estructura similar a Br. angustimanus
(Fig. 11 a).

Género Lisposoma

Lisposoma mostrd paquetes gruesos rectos con la zona de las cabezas de
espermatozoides poligonal (Fig. 12 c). Esta caracteristica es muy similar a lo que

muestra Superstitiona donensis (Superstitionidae, Fig. 8 d).

Géneros Thestylus, Rumikiru y Orobothriurus

Los tres géneros presentan paquetes cortos y finos comparado con otras formas
rectas como por ejemplo B. araguayae (Fig. 10 a). El cuerpo es uniforme hasta la
zona media y se va adelgazando hacia el extremo distal en los tres géneros (Fig.
12 d, e, f). Los tres géneros mostraron la zona de los nicleos espermaticos de
gran longitud, sobre todo cuando se tomo en cuenta el tamario total del paquete
espermatico. Esta zona es dificil de ver en fotos de microscopia 6ptica a
aumentos normales (40x). Estos fueron los paquetes espermaticos mas pequefios

que se observaron en la familia junto a Phoniocercus.

Géneros Timogenes y Vachonia

Estos dos géneros presentaron casi de manera exclusiva paquetes con un ancho
uniforme que aparecen plegados a la mitad del cuerpo del paquete espermatico
(Fig. 12 g, h). También aqui aparecieron paquetes circulares y paquetes
completamente rectos sin estar plegados por la mitad, pero estos aparecieron en

menor numero.

Un resumen grafico de la distribucion y relacion de las diferentes formas
presentadas por las familias analizadas en este item, acompanado de largos
absolutos se presenta en la Fig. 13. Aqui también se ilustra la evolucién de la
morfologia de los paquetes espermaticos en todas las especies. Vemos que el
caracter ancestral es la ausencia de paquetes espermaticos como lo representa
Buthidae. Luego aparecen los paquetes plegados que se diseminan por el arbol y
cambian a paquetes rectos en luridae, Superstitionidae y Bothriuridae y a

paquetes esféricos en Chactidae y algunos Euscorpiidae (Fig. 13).

46



Centromachetes Rumikiru
pococki lorencoi

100um

Centromachetes Orobothriurus
obscurus aff.
curvidigitus

100um

Lisposoma Timogenes
Jjosehermana elegans

o~

100um

Thestylus Vachonia
auriantiurus ‘ martinezi

100um 100um

Fig. 12. Diversidad de paquetes espermaticos en la familia Bothriuridae. Paquetes
plegados en el resto de los géneros analizados. Nétese en las imagenes (g) y (h), la
aparicion de paquetes plegados. En la fig. g se puede apreciar junto a un paquete
plegado, un paquete con forma de anillo (flecha) que aparece frecuentemente en especies
con paquetes plegados.
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Fig. 13. Resumen de la morfologia en las Familias analizadas del Orden Scorpiones. Se
optimizaron el largo total (valores aparecen en las ramas del arbol) y la morfologia general

(plegado, recto y esférico con colores en las ramas). Como anexo al valor del largo total se

dibujaron barras para mostrar la variacion de tamafo entre las familias. La barra superior
represental la escala en um. También se agregaron esquemas de las morfologias mas

comunes en cada una de las familias.
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1.4.1.2 Analisis cuantitativo (mediciones)

Orden Scorpiones

En la Tabla 1 se muestra un resumen de las medidas obtenidas para cada una
de las especies analizadas del orden. No se detallan todas las especies
analizadas porque el estado de conservacion de algunas no permitio realizar
mediciones. Las especies con menores valores de largo total muestran valores de
112 £ 5 (Euscorpius flavicaudis) o 130 £ 17 ym (Troglocormus ciego), mientras
que las especies con mayores valores de paquetes espermaticos muestran
valores como 354 + 10 um o 335 + 14 um, poco mas del doble que las especies
con menores valores. Los valores del area total del paquete mostraron a otras
especies con los valores extremos. Las especies con menores valores de area se
encontraron entre Rumikiru lourencoi Liocheles aff. waigiensis y Scorpio maurus,
en tanto en el otro extremo se encuentra Caraboctonus keyserlingi y Diplocentrus
lindo.

En cuanto a la forma general, como vimos previamente, predomina la morfologia
de paquete plegado. Las especies con este tipo de paquetes tienen un largo total
estimado mucho menor en la mayoria de los casos a las especies con paquetes
rectos. Comparando los largos totales unicamente de las familias con paquetes
plegados, se observa una variacion en el largo total (Fig. 13) que va desde los 143
pMm a los 223 ym (183 £ 40). El analisis de varianza de una via de las medias de
estas especies muestra que existe una diferencia entre las especies en cuanto a
su largo total (F (1257= 13,3; p << 0,0001). Se realizé un Test PosHoc Tukey
(HSD) y aparecieron tres grupos bien diferenciados, uno el de Urodacidae con la
media mayor, luego un grupo intermedio con Typhlochactidae y Heteroscopiidae y
por ultimo Euscorpiidae con la menor media. Las areas no necesariamente son
menores en los grupos con paquetes plegados. Salvando el caso de Urodacidae,
se observa en general una tendencia a que las especies con paquetes plegados
no necesariamente muestren valores grandes de largo total (Fig. 14 a). Los
paquetes espermaticos de mayor largo total tienen una morfologia general recta y
pertenecen a luridae.
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Fig. 14. Optimizacion del largo total y la morfologia general teniendo en cuenta cada una
de las especies analizadas de cada familia junto a los largos totales (barras). Este grafico

es una ampliacion del grafico anterior (Fig. 13) y muestra los detalles dentro de cada

familia. los valores mostrados en las ramas son los valores del limite superior e inferior del

largo total del paquete espermatico en um. No se incluyeron los Buthidae que no
presentan empaquetamiento de esperma porque no se tuvo acceso a una filogenia para

las especies contempladas.
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Familia Bothriuridae
Variables principales de Bothriuridae

Los paquetes tipo baston en Bothriurus midieron entre 212 + 2 um (Bothriurus
flavidus) y 332 + 7 um (Bothriurus noa). Brachistosternus angustimanus mostro
paquetes mas largos que las otras dos especies (253 + 1 um). En la familia
Bothriuridae, los rangos de longitud total van desde 158 £ 4 um (Rumikiru
lourencoi) a 354 £ 10 um (Centromachetes obscurus) (Fig. 14). La media general
de las especies estudiadas en la familia fue de 254 + 52 ym. Orobothriurus
tamarugal mostré paquetes con cabezas pequefas (8 um), alrededor de ocho
veces menor que la misma region en paquetes de Bothriurus araguayae. El
angulo que forma la zona de las cabezas de los espermatozoides en el paquete
espermatico con el eje del cuerpo del paquete varid segun las especies. Los
paquetes en forma de bastén tuvieron angulos que fueron desde los 90 grados
hasta los 135 grados. Especies como B. araguayae o las especies del genero
Timogenes presentaron angulos rectos cercanos a los 180 grados. Este angulo le

da un aspecto totalmente recto a todo el paquete espermatico (Fig. 12 g).
1.4.1.3 Anélisis de correlacion

Se observo una asociacion lineal positiva y significativa entre el largo total del
paquete espermatico y su area (rs= 0,58; p < 0,0001) en las especies analizadas
del orden. El valor del coeficiente de correlacion muestra que la asociacion es
intermedia (58%). En Bothriuridae, Unicamente en Br. pentheriy T. dorbignyi se
observé correlacion significativa y positiva entre el largo total y el area del paquete
espermatico, con la primera mostrando un indice de correlacién mayor (Tabla 2).
Solo dos especies, B. araguayae y B. pentheri, mostraron una correlacion
significativa entre el largo total del paquete espermatico y el largo de la zona
donde se alojan las cabezas espermaticas. Asi mismo, en las demas especies
hubo dos (B. flavidus y U. tregualemuensis) con un alto valor de coeficiente de
correlacion pero baja significancia estadistica. Estas cuatro especies mostraron
paquetes espermaticos largos con zona de cabezas espermaticas también largas.
Cuando el largo total de la zona de las cabezas espermaticas se dividio por el
largo total del paquete espermatico, los porcentajes variaron de 3,97% (R.
lourencoi) a 31,57% (B. araguayae). Sin embargo la mayor parte de los valores se

situaron entre 10% al 12% (N = 10 paquetes/ macho).
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Tabla 2. Relacion entre variables cuantitativas en algunas especies de la familia
Bothriuridae. Los valores significativos estan indicados en negrita. Abreviaturas: AR =
Area, LT = Largo total, LC = Largo de la cabeza. r, = Coeficiente de Correlacion de
Spearman, p = probabilidad estadistica.

ARvs LT LCvs LT
Especies s p s p
Bothriurus araguayae 0,4182 0,2291 0,6970 0,0251
Bothriurus flavidus 0,4857 0,3287 0,6571 0,1562

Brachistosternus ferrugineus  0,4134  0,2351 0,3587 10,3088
Brachistosternus pentheri 0,9394 10,0001 0,7842 10,0072
Centromachetes obscurus 0,3000 0,6238 0,2000 0,7441
Timogenes dorbignyi 0,7091 10,0217 0,4904 0,1497
Timogenes elegans 0,0952 0,8225 0,6905 0,0580
Urophonius trequalemuensis ~ 0,4000 0,5046 0,7000 0,1881

1.4.1.4 Ajuste a la hipdtesis filogenética.

Familias del Orden

La longitud de los paquetes espermaticos en el orden no varié demasiado entre
la mayoria de las familias (Fig. 13). El promedio general ronda los 197 £ 55 pm.
Buthidae, representado unicamente por Parabuthus granulatus, mostré un valor
que se ubicé cercano al rango medio. Dentro de los no Buthidae, tres familias,
Urodacidae, luridae y Superstitionidae presentaron un aumento en la longitud de
los paquetes espermaticos comparado con el resto. Estas familias poseen, como
ya se mencionod, paquetes largos y rectos, o bien del tipo plegados como en el
caso de Urodacidae. Las familias Scorpionidae, Euscorpiidae, Chactidae y
Troglotayosicidae presentan una disminucion del largo total de paquete
espermatico (Fig. 13, Fig. 14a). La disminucién mayor se encuentra en
Euscorpiidae con un valor cercano a la mitad del valor de la media general de
todas las familias (112 = 5 ym) (Fig. 13). Las especies con paquetes plegados en
general tienen paquetes con una longitud total menor en comparacion con los
paquetes rectos. Las excepciones son Nullibrotheas alleni y Urodacus
planimanus, los cuales poseen paquetes con plegamientos y tienen valores de
longitud total mayores. La longitud media entre las familias con paquetes plegados
es de 184 + 41 ym, mientras que en las familias con paquetes rectos es de 283 +
73 um.

Analizando las medidas de ajuste del cladograma, el valor de indice de
consistencia del largo del paquete espermatico optimizado en el arbol con las
especies analizadas (Fig. 14) fue mayor para la morfologia general, mostrando

menor homoplasia que para los caracteres de largo total y area, lo mismo ocurrié
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para el indice de retencién (Tabla 3). El arbol resultante de la optimizacion de la
morfologia general, muestra que en los no Buthidae, el estado mas primitivo fue el
paquete plegado, mientras que los paquetes en forma recta y esférica derivarian
de estos paquetes plegados (Fig. 14 a). Aqui también se observa que en la familia
Bothriuridae hubo un cambio en el estado del caracter que hizo que el paquete
espermatico pasara de ser plegado a recto y luego hubo una reversion al estado
ancestral (Fig. 14 b).

Comparando entre si los ajustes de los caracteres cuantitativos (largo total y
area), se observa un valor mayor del indice de consistencia para el area, pero un
valor mayor de indice de retencién para el largo total (Tabla 3). En la
optimizacion del area del paquete espermatico, el clado que contiene a
Scorpionidae y Diplocentridae presenta valores muy extremos. Esta variacion
también aparece en Bothriuridae, Urodacidae, Chactidae Superstitionidae y

Typhlochactidae. Asi, Los rangos en general se notan muy amplios.
Familia Bothriuridae

Siguiendo el valor del indice de consistencia (Tabla 4), las variables que mejor
se ajustaron a la hipétesis filogenética fueron el angulo cabeza cuerpo del paquete
espermatico (Cl = 0,54) cuyo indice de retencion es también el mayor de los
cuatro caracteres contemplados (Tabla 4) y el largo de la cabeza (Cl = 0,44) (Fig.
15 b). Las demas variables mostraron un indice de consistencia menor a 0,32,
area = 0,31 y largo total = 0,28 (Fig. 14 b). La longitud total del paquete de
esperma tiende a ser mayor en las especies mas derivadas Fig. 14 b. La
excepcidn es Lisposoma josehermana. Aunque esta especie se considera
ancestral, tiene mas caracteres "derivados" en el paquete de esperma (por
ejemplo, una mayor longitud total). En la optimizacion, la variable del angulo
cabeza-cuerpo no muestra un notable incremento de los valores en los nodos

internos, ya que siguen siendo generalmente constante (Fig. 15 a).
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Tabla 3. Resumen de los valores de estadisticos filogenéticos derivados de la optimizacion
de caracteres en el cladograma de las especies analizadas del orden (Fig. 14a).

Caracter Indice de Indice de
consistencia | retencion
Morfologia general | 0,44 0,81
Largo total 0,16 0,44
Area 0,25 0,30

Tabla 4. Resumen de los valores de ajuste filogenéticos derivados de la optimizacién de
caracteres en el cladograma de las especies analizadas en la familia Bothriuridae (Fig.

14).

Caracter Indice de Indice de
consistencia retencion
Angulo cabeza-cuerpo 0,54 0,63
Largo cabeza 0,44 0,42
Area 0,31 0,37
Largo total 0,28 0,42
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Fig. 15. Optimizacion de variables en la familia Bothriuridae. a) Angulo entre la zona de los
nucleos espermaticos (cabeza del paquete) y la zona del la pieza media y el flagelo de los
espermatozoides (cuerpo del paquete). b) Largo de la cabeza del paquete espermatico.
Las barras negras representan el largo promedio de la rama. Los valores de las ramas
denotan los limites inferiores (media — 1 desvio estandar) y superiores (media + 1 desvio
estandar) del valor del angulo en grados variables en la familia Bothriuridae.
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1.4.1.5 Determinacién de la cantidad de espermatozoides por paquete

espermatico

El analisis de TEM muestra que todos los espermatozoides estan alineados unos
a otros y que la conjugacion de espermatozoides carece de membrana que los
rodee, al menos en las especies de Bothriuridae y en la mayoria de las especies
analizadas (sin embargo ver Chactidae y Euscorpiidae Fig. 4 b; Fig. 6 d). Las
diferentes secciones muestras diferentes caracteristicas. Un corte por la zona de
la cabeza del paquete espermatico (sector que se corresponde con la zona de los
acrosomas de los espermatozoides) se observa con una tonalidad bien oscura
(Fig. 16 a1). En la zona de la pieza media se pueden divisar el arreglo de las
mitocondrias y la disposicion de los microtubulos de los espermatozoides (Fig. 16
a2). Se observa claramente que B. bonariensis tiene solo dos mitocondrias a los
lados del axonema (Fig. 17 a), mientras que el resto de las especies analizadas
presentan tres mitocondrias alrededor del axonema (Fig. 17b-e) . Finalmente en la
zona flagelar solo se ve la disposicion de los microtubulos (Fig. 16 a1). Los
microtubulos siguen la disposicion 9+0, sin par central. Si bien los
espermatozoides se encuentran alineados, esa alineacion parece no ser perfecta
ya que si se toman las zonas terminales como la zona de los nucleos o de los
flagelos, el conteo es siempre menor comparado con el conteo en la zona de la
pieza media. Esto concuerda con el aspecto ahusado que muestran los paquetes
espermaticos en sus extremos. En Timogenes elegans los paquetes espermaticos
tienen aproximadamente 256 espermatozoides (244 + 35 espermatozoides, n = 15
paquetes espermaticos) (Fig. 16 b). Brachistosternus ferrugineus (Fig. 16 c)
también mostro valores cercanos a los 256 espermatozoides dentro del paquete
espermatico (260 + 25 espermatozoides, n = 15 paquetes espermaticos).
Analizando la zona de la pieza media, se not6é que algunos paquetes de esperma
tenian menos cantidad de espermatozoides (ver Capitulo 2). Bothriurus
bonariensis (Fig. 16 f) fue la especie con menor cantidad de espermatozoides en
sus paquetes de esperma de las analizadas, con menos de 100 espermatozoides
por paquete (96 + 16 espermatozoides, n = 15 paquetes espermaticos).
Urophonius brachycentrus (Fig. 16 e) presentd 169 * 19 espermatozoides por
paquete de esperma (n= 15 paquetes espermaticos). En la micrografia se notan
muy bien las esferas pequenas que acompafan a los paquetes espermaticos y
que son muy visibles en microscopio 6ptico y electrénico de barrido (Fig. 15 e) y
no aparecieron en las otras especies analizadas. La composicion de estos

granulos es desconocida, pero podrian ser de naturaleza grasa. Finalmente para
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el caso de Bothriurus rochensis (Fig. 16 d) no se obtuvieron datos porque si bien
la muestra estaba en perfecto estado de conservacion las micrografias fueron
imposibles de analizar. Puede haber sido un artificio de técnica, ya que en las
otras especies la morfologia de los paquetes espermaticos se reflejaba muy bien
en los cortes para microscopia electronica de transmision.

En estos casos analizados se ve que el ancho de los paquetes espermaticos
estaria dado por la cantidad de espermatozoides que lo forman, mas que por el
ancho de los mismos, el cual es bastante uniforme. Comparando los datos de
cantidad de espermatozoides con el tamarfio del paquete espermatico en estas
pocas especies, se observa una ligera tendencia, en tres de las cinco especies, a
que los paquetes con mayor numero de espermatozoides sean un poco mas
cortos que los que tienen menor cantidad (Tabla 5). No se realizaron analisis

estadisticos sobre estos datos debido al bajo nimero de los mismos.
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Fig. 16. Micrografias electrénicas de cortes transversales de paquetes espermaticos. a)
Composicion fotografica mostrando cortes a diferentes alturas a lo largo del paquete
espermatico. a1) Corte por la zona de los acrosomas y del axonema del flajelo. a2) Corte
por zona de la pieza media, donde se ven las mitocondrias. a3) Corte por la zona donde
se dobla el paquete esperatico. c-f) Cortes de los paquetes espermaticos a la altura de la
pieza media de los espermatozoides. €) La flecha indica una de las esferas que aparecen
en los eyaculados en Urophonius.
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B. bonariensis

Fig. 17. Detalle de la zona de la pieza media de los espermatozoides que forman un
paquete espermatico en cinco especies de Bothriuridae. a) Presencia de dos mitocondrias
a los lados del axonema. b-c) Cuatro especies que presentan tres mitocondrias a los lados
del axonema. Las flechas en las figuras sefialan una de las mitocondrias.
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Tabla 5. Valores de numero total de espermatozoides y largo total en los paquetes
espermaticos de cinco especies de Bothriuridae. No se obtuvieron datos de nimero de
eseprmatozoides para B. rochensis. Se observa una ligera tendencia en las primeras tres
especies a tener menor nimero de espermatozoides y conjuntamente paquetes
espermaticos de mayor longitud. Bothriurus bonariensis es la excepcion mostrando valores
similares al largo total de Br. ferrugineus pero presentando relativamente poca cantidad de
espermatozoides en sus paquetes espermaticos.

Especies No. Espermatozoides Largo total

Br. ferrugineus 260 + 25 2338

T. elegans 244 + 35 241+ 16

U. brachycentrus 169 + 19 30119

B. bonariensis 96 + 16 233+13

B. rochensis &? 269+ 15
1.5 DISCUSION

Esta tesis presenta un analisis que llegé a abarcar casi la totalidad de los
géneros descriptos hasta el momento en la familia Bothriuridae. También al
analisis morfologico descriptivo se le sumo el analisis de ciertas medidas de
morfometria clasica que ayudan a comprender mejor las caracteristicas generales
de los paquetes espermaticos en el orden Scorpiones. La optimizacion de
caracteres en la filogenia permitié analizar y describir los patrones morfolégicos
existentes, asi como el grado de ajuste de los caracteres. Con los resultados
obtenidos se agrega informacion nueva e interesante sobre los paquetes
espermaticos en escorpiones.

. Se llevo a cabo un muestreo mayor al existente actualmente abarcando 16 de
las 17 familias aceptadas hasta el momento en el orden (Prendini y Wheeler,
2005) y 89 especies de 62 géneros. Este hecho no es menor ya que hasta el
momento, en total y sin contar con la publicacion que surgié como parte de este
capitulo (Vrech et al., 2011), se conocian los datos de sélo 15 especies
pertenecientes a 7 familias (Bothriurus bonariensis, Bothriurus flavidus, Bothriurus
cordubensis, Brachistosternus ferrugineus, Timogenes elegans, Urophonius
brachycentrus [Bothriuridae] (Peretti y Battan-Horenstein, 2003); Buthus occitanus,
Zabius fuscus [Buthidae] (Alberti, 1983; Peretti y Battan-Horenstein, 2003);
Euscorpius sicanus (C. L. Koch, 1837) [Euscorpiidae] (Michalik datos no
publicados); Anuroctonus phaiodactylus (Wood, 1863), Hadrurus arizonensis
[luridae] (Jespersen y Hartwick, 1973); Opistophtalmus penrithorum Lamoral,

1979[Scorpionidae] (Michalik y Mercati, 2009); Belisarius xambuei Simon, 1879
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[Troglotayosicidae] (Vignoli et al., 2008); Uroctonus mordax (Thorell, 1876),
Vaejovis puritanus [Vaejovidae] (Jespersen y Hartwick, 1973), menos de la mitad
de las familias existentes. Siguiendo este enfoque, hasta el momento se habian
realizado estudios en solo seis especies pertenecientes a cuatro géneros dentro
de Bothriuridae.

El empaquetamiento de esperma estuvo ausente en Buthidae y Chaerilidae. La
ausencia de paquetes espermaticos en Buthidae ha sido ampliamente reportada
(Peretti y Battan-Horenstein, 2003; Vignoli et al., 2008; Michalik y Mercati, 2010).
Los espermatozoides en su estado mas basal estarian libres como sucede en
Buthidae, Chaerilidae y posiblemente en Pseudochactidae. Luego en algunos
grupos de Buthidae se observa un agrupamiento laxo de los espermatozoides
generando acumulos semejantes a los paquetes espermaticos observados en el
resto de las familia de “no Buthidae”. Las especies de Buthidae en donde
aparecieron estos acumulos fueron pertenecientes a los géneros Parabuthus'y
Ananteris. Parabuthus granulatus mostré una organizacion mucho mas parecida a
un verdadero paquete espermatico comparado con los grandes acumulos de
esperma de Ananteris arcadioi. Esta asociacion laxa de espermatozoides muy
diferente a la presentada por el resto de las familias del orden. Si bien se hicieron
réplicas de machos diferentes, estos pertenecian todos a un mismo evento de
colecta por lo que no se puede desestimar que estemos ante la presencia de un
artificio de técnica debido quiza al modo en el cual fueron conservados los
especimenes. Por esto y hasta que no se hagan mas analisis con mayor cantidad
de grupos relacionados a estas especies, considero que los Buthidae no
presentarian paquetes espermaticos, tal como lo sostienen otros investigadores
(Peretti y Battan-Horenstein, 2003; Vignoli et al., 2008; Michalik y Mercati, 2010,
Vrech et al., 2011). Lamentablemente, no se pudo analizar a la familia
Pseudochactidae por la imposibilidad de identificar la vesicula seminal. Esta
especie presenta una morfologia genital muy reducida, y totalmente diferente a la
conocida en el resto del orden (Prendini et al., 2006). La inclusion de esta familia
hubiera sido muy importante para poder generar hipotesis de la evolucion de los
paquetes espermaticos mas precisas.

El analisis de la morfologia de los paquetes espermaticos en el resto de las
familias del orden Scorpiones reveld que si bien existen diferencias notables entre
algunas (Vignoli et al., 2008), la mayoria de las familias presentan un tipo comun
de paquete espermatico que se encuentra plegado por la regidn correspondiente a
la zona de la pieza media de los espermatozoides. La presencia de este tipo de

paquete espermatico en mas de una familia ya habia sido sugerida por Michalik y
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Mercati (2010) con datos en tres familias (Bothriuridae, Troglotayosicidae,
Vaejovidae). Vignoli et al (2008) discuten la evolucién de la morfologia de los
paquetes espermaticos en escorpiones, sugiriendo que el estado basal de los
espermatozoides es un acumulo laxo, luego se agrupan mejor en paquetes rectos,
posteriormente éstos se plegarian una vez y en las formas mas derivadas se
pliegan mas de una vez generando paquetes esféricos. La optimizacion de la
morfologia de los paquetes espermaticos demostré que el paquete plegado es en
realidad la forma basal en los no Buthidae. Esta caracteristica explica la enorme
cantidad de especies que poseen este tipo morfolégico. Las otras dos formas
basicas son el paquete recto, representado en luridae, Superstitionidae y
Bothriuridae, y el paquete en forma esférica que resulta del plegamiento sobre si
mismo de un paquete ya plegado que se observa en Chactidae y una especie de
Euscorpiidae. La secuencia planteada segun los datos obtenidos en este capitulo
seria: un cambio en las espermatidas generaria la produccion de espermatozoides
agrupados en vez de espermatozoides individuales como sucede en Buthidae y
Chaerilidae, asi el esperma suelto se agruparia y formaria paquetes espermaticos
plegados, luego el caracter cambiaria de estado compactandose aun mas y
generaria un paquete de tipo esférico. En otros clados se desdoblaria y generaria
paquetes rectos. Los paquetes de esperma plegados han evolucionado en mas de
un episodio en los escorpiones: en la base de las familias lameliformes y una vez
en el interior de la familia Bothriuridae. Los paquetes rectos han evolucionado al
menos tres veces independientemente: en luridae y en Bothriuridae y
Superstitionidae. Para Bothriuridae la forma recta representaria la forma ancestral
de los paquetes de esperma para esta familia. De ésta derivaria la forma en
baston que se disemina por gran parte de la familia. Otras formas, con paquetes
enrollados o plegados, se limitan a ciertos clados, y podria ser citado como una
sinapomorfia de estos grupos, de hecho el paquete plegado habria tenido una
aparicion secundaria en Bothriuridae.

Tal vez la amplia presencia de paquetes plegados y/o esféricos se explicaria por
la necesidad evolutiva de mejorar la transferencia de esperma de los machos. En
escorpiones se ha sugerido que la tendencia a aumentar el empaquetamiento de
los espermatozoides haria que los paquetes sean mas facil transferir (Michalik y
Mercati, 2010). Por ejemplo, en insectos, la interaccion entre los espermatozoides
y el tracto masculino favoreceria el plegamiento de los agregados de esperma que
ellos observan (Mojica y Bruck, 1996, 2003; Joly et al., 2003, 2008). Los autores
sugieren que el plegamiento podria facilitar el transporte de largos haces de

esperma (sperm bundles) a través de los testiculos. Esta idea se veria reforzada
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por trabajos de Bruck (1978) y Virkki y Bruck (1994). Los resultados morfolégicos
de este capitulo mostrarian quiza que los paquetes esféricos representan la
cuspide del plegamiento en escorpiones, sobre todo con el agregado de una
membrana accesoria que recubre a los espermatozoides. Segun trabajos previos,
los paquetes espermaticos en escorpiones carecerian de cubierta protectora
(Vignoli et al., 2008, Michalik y Mercati, 2010). Peretti y Battan-Horenstein (2003)
habian sugerido la presencia de una cubierta rodeando a todos los
espermatozoides de los paquetes espermaticos. Analisis posteriores, incluyendo
el presente capitulo, no apoyaron claramente estas observaciones, al menos en
las especies citadas en dicho trabajo. Sin embargo, se observé la apariciéon de
membranas accesorias que cubren los espermatozoides en los paquetes de
algunas Familias. Por ejemplo, dentro de Chactidae se detecto la presencia de
membrana recubriendo los paquetes espermaticos, asi como adicionalmente la
existencia de formas esféricas al igual que Euscorpiidae. Complementariamente a
mejorar la transferencia espermatica la presencia de una membrana le confiere al
paquete espermatico un proteccion extra contra agentes nocivos con los cuales
puede tener que interactuar durante el apareamiento o bien evitar la pérdida de
viabilidad durante la transferencia espermatica por perdida de humedad o factores
similares (Peretti, 2010).

El largo total y area fueron las unicas medidas que pudieron ser obtenidas en la
mayoria de las especies analizadas. Se puede sefalar que las medidas de largo
total serian mas precisas comparadas con las medidas de area, ya que estas
ultimas muchas veces estan influidas por el estado de fijacion del material en las
colecciones, contrario a lo que sucede con el largo total. En una escala
comparativa se observo una amplia variacion del largo del paquete espermatico
en el orden Scorpiones como asi también en la familia Bothriuridae.

Los estadisticos de la filogenia muestran que el caracter cualitativo morfolégico
se ajusta mejor a la filogenia comparado con los caracteres cualitativos (largo total
y area). Por su parte, la optimizacion del area muestra menor homoplasia pero el
largo total es un caracter mas informativo desde el punto de vista filogenético.

Dentro de Bothriuridae los indices de consistencia fueron mayores para el largo
total y otras variables, lo cual sugiere que para analisis de bajo nivel taxonémico,
estos caracteres muestran menor nivel de homoplasia. Por ejemplo, en el género
Bothriurus, los paquetes espermaticos muestran que pueden ser usados como
caracteres morfologicos para la identificacion de grupos dentro del género. La
morfologia de los paquetes espermaticos estaria sugiriendo que Bothriurus no es

monofilético, tal y como fue sugerido mediante el uso de otros caracteres
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(Prendini, 2000, 2003; Mattoni, 2003; Mattoni y Prendini, 2007). La morfologia de
los paquetes espermaticos permite identificar tres grupos potenciales. El primer
grupo consta de las especies incluidas dentro del subgénero Bothriurus (B.
araguayae, B. bonariensis, B. chacoensis) con paquetes espermaticos rectos y
gruesos uniformes en ancho. Otro grupo lo compone B. bocki, y B. inermis con
paquetes plegados similares a los de Timogenes y Vachonia, que como vimos es
el tipo mas caracteristico del orden. Finalmente el tercer grupo esta compuesto
por las especies pertenecientes al subgénero Andibothriurus y se caracterizan por
contener todos paquetes rectos en forma de baston. Trabajos preliminares hablan
de la ausencia de paquetes de esperma en algunas especies del género
Bothriuridae (Bothriurus pertenecientes al grupo Rochai y B. asper) y se
especulaba que respondia a una ausencia secundaria del caracter y eran
incluidos asi en un cuarto grupo dentro de Bothriurus. Nuevos analisis sobre estas
especies mostraron agregacion de esperma en paquetes espermaticos, si bien
hubo dificultades para identificarlos. Esto se deberia posiblemente al hecho de
que los individuos analizados de estos Bothriurus quizd no estuvieron bien
conservados y por eso los paquetes esperméaticos no se preservaron
adecuadamente lo que resulté negativamente para la observacion y descripciéon
morfolégica. Como se advierte y tal y como lo sugieren trabajos recientes (Vignoli
et al., 2008; Michalik y Mercati, 2010) la morfologia de los paquetes espermaticos
es a priori un buen caracter para ser usado en filogenia del grupo.

Los datos de largo total muestran que los paquetes plegados no son
necesariamente mas largos que los rectos, sugiriendo que el plegamiento es
independiente del tamario total y que paquetes largos no necesariamente deben
plegarse para poder ser transportados. Una excepcion a este patron son las
familias Urodacidae y Chactidae que presentaron paquetes largos y de morfologia
plegada. En Chactidae no puede descartarse que pueda haber una
sobreestimacion por parte del observador del largo total de paquete espermatico
debido a la complejidad del plegamiento. Los paquetes mas largos aparecen entre
los grupos con paquetes rectos como Superstitionidae o luridae. Siguiendo la idea
anterior, en estas ultimas dos familias la transferencia de esperma por los ductos
no debe presentar un problema como quiza presenta para el resto de las familias
que presentan plegamiento o empaquetamiento mas compacto.

En la mayoria de los Bothriuridae se aprecia un patrén en donde la longitud total
del paquete tiende a ser mayor en aquellas especies con caracteres generales
evolutivamentente mas derivados. En las especies con paquetes rectos y largos,

tales como C. keyserlingi (luridae), el largo del espermatozoide quiza esta
64



seleccionado por la seleccion sexual principalmente debido a competencia
espermatica. Por ejemplo, las vesiculas seminales de los machos y las
espermatecas de las hembras (Volschenk et al., 2008) son mucho mas grandes
que las otras especies del orden, lo cual sugeriria que los machos copularian
reiteradas veces dado que el volumen de almacenamiento del espermatéforo en si
mismo es muy pequefio. Adicionalmente, la presencia de paquetes espermaticos
de gran tamano y polimérficos (Ver capitulo siguiente) sugeriria el uso de
estrategias relacionadas con un alto riesgo de competencia espermatica
(Simmons, 2001).

Los analisis de correlacion de medidas mostraron que la tendencia en el orden
es que exista una correlacién entre el largo total y el area del paquete
espermatico. Sin embargo cuando se realizo el analisis en Bothriuridae se vio que
un gran porcentaje de las especies no mostré asociacion lineal significativa y los
paquetes mas largos no necesariamente sean los que tengan mayor area. En
cuanto a la proporcion existente entre el largo de la cabeza del paquete
espermatico y el largo total, se vio una gran variacion pero el promedio fué de
13%, lo cual es similar a los valores obtenidos en espermatozoides en especies
donde se analizan estas variables (Cummins y Woodall, 1985; Malo et al., 2006
[Mamiferos]; Peretti, 2010 [Escorpiones]). Esto estaria sugiriendo que si bien
existiria un pequefo desfasaje en la alineacion de los espermatozoides dentro de
los paquetes, en éstos las proporciones entre sus regiones seguirian siendo las
mismas.

Se sabe en especies de Bothriuridae que los espermatozoides poseen un
movimiento que les permite separarse unos de otros cuando entran en contacto
con solucion salina (Peretti y Battan-Horenstein, 2003, Vrech observacion
personal), pero hasta el momento no existen indicios de un claro movimiento
activo de traslacién de los paquetes espermaticos, al menos in vitro, y se piensa
que el transporte es de hecho pasivo. Se descarta asi que el empaquetamiento
sirva para movilizarse por las paredes de los tractos reproductivos como sucede
en algunos insectos con sus espermatozoides (Werner y Simmons, 2008) o con
los haces de esperma que son similares a los paquetes espermaticos (Robison,
1966; Ross y Robison, 1969; Nur, 2005 [Homoptera, Coccoidea]). Tampoco se
tienen indicios de que los espermatozoides cooperen en el nado (Werner y
Simmons, 2008; Pitnick et al., 2009).

Segun analisis previos en insectos el numero final de espermatozoides se
obtiene de una serie geométrica de la forma 2" (Virkki, 1969; Schiff et al., 2001). El

numero n de esta serie geométrica proviene del numero de mitosis premeioticas
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que sufre el espermatogonio mas dos (Virkki 1969; Phillips, 1970; Sivinski, 1980;
Jureci¢, 1988; Dias et al., 2013). Los paquetes espermaticos en escorpiones
también parecen derivar de un solo espermatogonio y el nimero de
espermatozoides por paquete se puede asociar a un numero que provenga de la
serie geomeétrica propuesta por Virkki (1969). Asi, Br. ferrugineus y T. elegans
muestran numeros muy cercanos a 256 lo que estaria indicando
aproximadamente seis divisiones mitéticas y dos meioticas en la formacion del
paquete espermatico (28 = 256). Bothriurus bonariensis tuvo valores cercanos a
los 128 espermatozoides, nimero que se formaria de aproximadamente cinco
procesos mitéticos y dos meioticos. En U. brachycentrus el niumero de
replicaciones celulares resulta ambiguo, pero sugeriria que tienen lugar cerca de
seis mitosis mas las dos meiosis. Estos valores son en general superiores a los 70
0 100 espermatozoides por paquete citados por Peretti y Battan-Horenstein (2003)
para especies de esta familia, pero se encuentran cercanos a los 250 que Michalik
y Mercati (2009) citan para especies de Scorpionoidea. En cuanto a las
caracteristicas morfolégicas, se corrobord claramente la ausencia de una
membrana que recubra externamente a los espermatozoides de estas especies.
Si se observo, sin embargo, una matriz cementante de composiciéon desconocida.
Se corroboré también el ordenamiento de los espermatozoides, que se
encuentran alineados con los acrosomas juntos en la misma direccion. Si bien la
alineacion no es perfecta, se puede estimar sin problemas el largo de los
espermatozoides utilizando el largo de los paquetes espermaticos (Peretti, 2010).
Los pares centrales de microtubulos se han perdido en el axonema como lo
propone Michalik y Mercati (2009). En cuanto a las mitocondrias casi todas las
especies presentaron tres mitocondrias lo cual es ligeramente menor a lo citado
por Michalik y Mercati (2009), en donde el promedio es de cuatro mitocondrias en
la pieza media. La contradiccion a ese patron lo mostré B. bonariensis quien solo
tuvo dos mitocondrias a los lados del axonema. Este patrén de numero de
mitocondrias lo coloca con los Buthidae quienes suelen presentar dos
mitocondrias (Michalik y Mercati, 2009). Se observa una ligera tendencia a que los
paquetes con mayor numero de espermatozoides sean mas cortos que los que
tienen menor numero. Esto podria estar ligado a un intercambio directo entre el
largo total y la cantidad de espermatozoides (Pitnick, 1996; Oppliger et al., 1998;
Gage y Morrow, 2003; Pitnick et al., 2008). Los paquetes espermaticos podrian
estar bajo seleccion sexual y podria existir un trade-off entre largo total y el
nuamero, teniendo en cuenta las premisas de los modelos clasicos (ej. Parker et

al., 2010). En insectos se ha analizado la relacién entre el nimero total de
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espermatozoides por paquete y su relacion con el grado evolutivo del grupo
(White, 1955; Virkki, 1969; Jureci¢, 1988; Schiff et al., 2001). Estos analisis
muestran que las especies consideradas mas primitivas, contienen mayor
cantidad de espermatozoides por agregado espermatico. Si bien se cuenta con un
numero muy bajo de especies, en escorpiones se ve un patron similar en donde
las especies mas basales tendrian un numero mayor de espermatozoides, pero
este patron no se continua en T. elegans. Al parecer, en el clado que contiene a
Timogenes hubo un regreso a la condicion “primitiva” representada por Br.
ferrugineus en nuestro analisis. De todas formas los valores de las especies
consideradas ancestrales en insectos son muy superiores a los mostrados aqui en
escorpiones. Se necesitaria un analisis con especies que sean mas basales
desde el punto de vista evolutivo que estas especies de Bothriuridae, hecho que

permitiria visualizar un panorama mas claro de este interesante patron.
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2 ANALISIS DE LA VARIABILIDAD MORFOLOGICA DE
PAQUETES ESPERMATICOS DENTRO DE UN INDIVIDUO.
¢ PODEMOS HABLAR DE HETEROMORFISMO DE
PAQUETES ESPERMATICOS EN ESCORPIONES?

2.1 INTRODUCCION

En un marco de seleccion sexual, la competencia espermatica puede influenciar
diferentes caracteres. En muchos organismos la competencia espermatica no solo
actua a nivel de 6rganos, sino que muchas veces también a nivel de las gametas
reproductivas (Birkhead y Mgller, 1998). Se observa una variacion marcada en
cuanto a caracteres como el largo, el heteromorfismo y la agregacién de esperma
entre diferentes organismos (Jamieson 1987; Simmons y Siva-Jothy, 1998). Si
bien el tamafio y la variacion morfologica se han estudiado con bastante detalle en
espermatozoides, existen menos analisis en cuanto a los agregados de esperma.

Diferentes estudios han mostrado que existe un rango natural de variacion de la
morfologia de los espermatozoides dentro del individuo, (resumido en Calhim et
al., 2007), esa variacion puede tener una funcion adaptativa o ser solo causa de
un pobre control de calidad y de errores en la espermiogénesis (Cohen, 1967;
Hunter y Birkhead, 2002). Entre los ejemplos de diversificacion de la morfologia de
esperma se encuentran los polimorfismos, en donde dos o mas tipos diferentes de
esperma estan contenidos en un solo eyaculado del macho (Swallow y Wilkinson,
2002; Pitnick et al., 2009). En muchos artropodos y principalmente en insectos
existen muchos casos de polimorfismo sobre todo de espermatozoides. Por
ejemplo, Sasakawa (2009) describe cuatro tipos diferentes de polimorfismo en
insectos proponiendo él mismo un quinto tipo. Las especies muestran
espermatozoides con diferentes caracteristicas que podrian servir para diferentes
funciones a la hora de fertilizar. Cuando se habla de heteromorfismo, en general
se tiene la idea de diferentes morfotipos que tienen diferentes tareas o persiguen
diferentes fines. En algunos artrépodos que poseen conjugacion de esperma
(agrupacion de espermatozoides del mismo tipo) se ha visto también diferentes
morfologias dentro de un individuo (Moya et al., 2007). Como vimos, esta tesis y
trabajos previos sugieren que los paquetes espermaticos en escorpiones
contienen aproximadamente entre 200 y 400 (Jespersen y Hartwick, 1973
[Vaejovidae]), entre 70, 100 (Peretti y Battan-Horenstein, 2003 [Bothriuridae]) y
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entre 100 y 200 (Capitulo 1, apartado 1.4.1.4 [Bothriuridae]), 150 (Vignoli et al.,
2008 [Troglotayosicidae]) o 250 espermatozoides (Michalik y Mercati, 2009
[Scorpionoideal]). Esto refleja la variabilidad que presentaria normalmente el
orden. Sin embargo, analisis preliminares en escorpiones dieron la pauta de que
algun tipo de polimorfismo podria existir dentro de un mismo individuo. Habria asi
dos tipos de polimorfismos, uno que tiene que ver con el grosor del paquete de
esperma y otro que tiene que ver con la conformacién espacial de los mismos.
Estos datos fueron obtenidos en especies de la familia Bothriuridae y en un
representante de luridae. Puntualmente se desconoce si se trata o no de un
verdadero polimorfismo en donde existan dos o mas tipos de paquetes en un
mismo eyaculado o se trata de variaciones normales en la distribucion morfolégica
de los paquetes a ese nivel. Ademas, no se sabe con precisién qué sucede en las
demas familias en variacién en la forma o ancho, asi como tampoco se tiene
conocimiento si la variabilidad en el ancho de los paquetes se asocia con la
cantidad de espermatozoides o con su grosor. Teniendo en cuenta esto, el
proposito principal de este capitulo fue evaluar la presencia de polimorfismo
tomando a especies de Bothriuridae como modelo. Complementariamente, se
plante también realizar un primer analisis de presencia y caracterizacion de
polimorfismo en otras especies del orden. Para ello se realizdé una caracterizacion
del polimorfismo y luego se realizé un seguimiento de la presencia de
polimorfismo en el orden. Tomando como modelo algunas especies de la familia
Bothriuridae, se realiz6é un analisis de la cantidad de espermatozoides contenidos
dentro de un paquete espermatico y por ultimo, se realizé un recuento de

paquetes polimérficos almacenados en la vesicula seminal y en el espermatoforo.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 General

Evaluar, analizar y cuantificar la existencia de polimorfismo de paquetes

espermaticos en especies de escorpiones.

2.2.2 Especificos.

1.

4,

Caracterizar la variabilidad morfoldgica de los paquetes espermaticos en
especies del orden Scorpiones;

Estimar el porcentaje de paquetes con variantes morfolégicas en vesiculas
seminales de especies de la familia Bothriuridae;

Evaluar el efecto de la temporada de captura y la condicién corporal sobre
la variabilidad morfoldgica de los paquetes espermaticos en
Brachistosternus ferrugineus (Bothriuridae);

Analizar la Influencia del numero de espermatoforos depositados durante
una temporada reproductiva sobre la cantidad de paquetes espermaticos

con variantes morfolégicas en Timogenes elegans.
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2.3 MATERIALES Y METODOS

2.3.1 Especies estudiadas y extraccion de material

Se realiz6 un relevamiento general del orden en todas las especies analizadas
previamente en el Capitulo 1. Adicionalmente se analizaron, de una manera mas
exhaustiva, tres especies pertenecientes a la familia Bothriuridae, a saber:
Bothriurus bonariensis, Brachistosternus ferrugineus, y Urophonius brachycentrus
y en algunos analisis se sumo una especie de la familia luridae Caraboctonus
keyserlingi. Para Brachistosternus ferrugineus, y Urophonius brachycentrus
(Bothriuridae) se conto con individuos vivos obtenidos de campafias de colecta.
Br. ferrugineus fueron colectados en la reserva provincial Chancani y U.
brachycentrus se colecto al pie de las sierras de la localidad de Tanti, Cérdoba,
Argentina. Bothriurus bonariensis fue obtenido de la coleccion personal de Paola
Olivero depositada en el Laboratorio de Biologia Reproductiva y Evolucion de la
Catedra de Diversidad Animal |, y para el analisis en C. keyserlingi se utilizd
material proveniente de las colecciones personales de Camilo Mattoni y Alfredo
Peretti también depositadas en el Laboratorio de Biologia Reproductiva. Se
seleccionaron estas especies por cuestiones de logistica y facilidad de muestreo
en Bothriuridae y luridae.

Los especimenes macho examinados estaban conservados en etanol 80%. Los
individuos vivos se colocaban un recipiente con éter en saturacion. Luego los
especimenes se trataban igual al resto del material de coleccién. Para la
extraccion del material se siguieron los lineamientos expuestos en el capitulo

anterior.
2.3.2 Variabilidad de paquetes espermaticos
2.3.2.1 Caracterizacion de la variabilidad morfolégica

Se describieron las variantes que presentaban los paquetes espermaticos en
cada una de las especies examinadas. Esta descripcion se realizo en base al
analisis de fotografias digitales tomadas a paquetes espermaticos dentro del
preparado temporal con glicerina. En Brachistosternus ferrugineus y Bothriurus
bonariensis y Caraboctonus keyserlingi se tomaron fotografias de 10 paquetes
espermaticos al azar en 10 machos diferentes. En las fotografias de microscopia
Optica, se midié el ancho de los paquetes espermaticos mediante el uso del

software de medicién Imaged. Con estos datos se realizé un chequeo estadistico
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de la distribucion de los anchos con un Test de Normalidad de Shapiro-Wilks y
luego se realizd un chequeo grafico ajustando curvas suavizadas al histograma en
las tres especies. También se incorporaron datos de MET para realizar conteos de
espermatozoides de paquetes con diferente grosor en Br. ferrugineus 'y B.
bonariensis. Este analisis se realiz6 como una primera aproximacion para dilucidar
si realmente existe dimorfismo en estas especies o se trata sélo de la variacion

normal de anchos en las muestras.

2.3.2.2 Cuantificacion de la concentracion vesicular y estimacion del
porcentaje de paquetes con variantes morfolégicas en especies de
Bothriuridae

Se extrajo el volumen de la vesicula seminal y se diluyé en solucion fisiolégica.
Esta disolucién se realizé para las vesiculas seminales de cuatro especies de
Bothriuridae. Las especies elegidas para el recuento fueron Timogenes elegans,
Bothriurus bonariensis, Urophonius brachycentrus, y Brachistosternus ferrugineus.
Se efectud un conteo de paquetes espermaticos que permitié estimar el nimero
de paquetes que presentaba variantes morfoldgicas asi como su concentracion.
Los conteos de paquetes espermaticos se realizaron en camaras de Neubauer del
tipo Improved Neubauer (Boeco, Hamburgo, Alemania). Para el conteo se siguio
el protocolo de recuento de células grandes en camara de Neubauer (Bastidas,
2010). Se contabilizaron las células encuadradas dentro de los cuatro cuadrados
grandes de las esquinas. El area de cada cuadrante es de 1 mm? obteniendo asi 4
mm? en total, al ser cuatro cuadrantes. La profundidad de la cdmara de Neubauer
es de 0,1 mm. Multiplicado se obtiene un volumen de 0,4 mm?® (1 mm?® =1 pl) de
los cuatro cuadrantes juntos. El nimero total de células contabilizadas en los
cuatro cuadrantes se dividio por el producto de este ultimo volumen multiplicado
por la disolucién, en caso de haberse realizado una. La ecuacion de trabajo
utilizada derivada de la explicacion previa fue: [spemtz.]/ml = no. células
contadas*10000/4*factor de dilucion.

2.3.2.3 Evaluacion del efecto de la temporada de captura y la condicion
corporal sobre el polimorfismo en Brachistosternus ferrugineus (Bothriuridae)

Se evalud la influencia de la época de captura dentro de la temporada de
apareamiento asi como la condicién corporal del macho sobre la concentracion de
paquetes polimorficos en Br. ferrugineus. La condicidn corporal fue reflejada en un

indice que combina el largo del cuerpo (largo del prosoma) y el peso corporal. Se
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tomd un indice de masa corporal, similar al utilizado en humanos para medir
obesidad, IMC = PC / (LC)? en donde PC es el peso corporal y LC el largo
corporal. Se tomé como modelo Br. ferrugineus por su facilidad de colecta, se
obtuvieron mediciones de una gran cantidad de machos (N = 23) en épocas
diferentes dentro de la temporada reproductiva (Noviembre-Febrero). Con un
analisis de regresion de modelo lineal, se evalué el efecto de la temporada
reproductiva sobre la cantidad de paquetes espermaticos con variantes
morfolégicas. Para este andlisis se utilizd el paquete estadistico de cédigo abierto
R (R Core Team, 2012).

2.3.2.4 Influencia del nimero de espermatéforos depositados durante una
temporada reproductiva sobre el conteo de paquetes espermaticos con

variantes morfolégicas en machos de Timogenes elegans

Se capturaron machos en el parque provincial Chancani durante el mes de enero
de 2011 (N =3) y 2012 (N = 1). Los individuos se acondicionaron en cajas
plasticas redondas de 8 cm x 10 cm (Alto x diametro), con un algodén humedo
como bebedero, siendo alimentados con larvas de Tenebrio molitor cada 15 dias.
Cada apareamiento fue registrado en un terrario de observacion de vidrio de 35
cm x 15 cm x 20 cm (largo x ancho x alto), conteniendo substrato (tierra, piedras y
trozos de corteza de arbol) proveniente del sitio de captura. Se coloco a la hembra
30 minutos antes de introducir al macho a los fines de su aclimatacion al terrario.
Las secuencias de apareamiento (N = 8) fueron interrumpidas inmediatamente
después de que el macho depositaba el espermatoforo en el sustrato. De esta
manera se obtuvieron espermatoforos en estado pre-inseminacion (es decir, no
utilizados). El contenido espermatico del espermatoforo era extraido manualmente
mediante presion directa con una pinza de diseccion sobre la cara dorsal de la
lamina (palanca) del mismo. Esto provocaba presion de la lamina sobre el tronco
del espermatdéforo, con la consiguiente salida del esperma a través del foramen
(abertura), el cual era vertido directamente sobre un portaobjetos. El esperma
vertido fue recogido con una micropipeta 1-10 pl (Finnpipet). Seguidamente, se
realizo la disolucion colocando el volumen total del eyaculado en 100 ul de
solucion fisioldgica y se coloco por capilaridad una alicuota de aproximadamente
12 ul en la camara de Neubauer a los fines de proceder al conteo de los paquetes
y sus variantes. Para dar lugar a la regeneracion de los hemiespermatoforos
dentro de los machos, éstos realizaron su siguiente apareamiento una vez

transcurridos entre 7 a 10 dias del previo. En total se obtuvieron un total de 8
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espermatoforos, provenientes de sus respectivos apareamientos: dos por cada
uno de los cuatro machos que pudieron ser analizados en detalle. Cabe sefalar,
que el numero de espermatéforos no pudo incrementarse debido a una baja
predisposicion sexual de los machos colectados para depositar un segundo
espermatoéforo. Uno de los individuos analizados, realizé tres eventos de
apareamiento pero aqui solo se analizaran dos debido a que hubo problemas con
la contabilizacion de la concentracién de paquetes con variantes en este ultimo
macho. Los tres apareamientos de este macho seran utilizados en el capitulo

siguiente para el andlisis de la concentracion general de espermatozoides.

2.4 RESULTADOS

2.4 1Variacién morfolégica intra-individuo de los paquetes espermaticos
2.4.1.1Caracterizacion de la variacion morfolégica

Los paquetes espermaticos de los machos de al menos 12 especies distribuidas
en Bothriuridae Scorpionidae, luridae, Liochelidae y Euscorpiidae, presentaron
variantes en los paquetes espermaticos dentro de la muestra de esperma de un
mismo individuo (Fig. 19 a-f y Fig. 20 a-f). Se presentaron dos tipos basicos de
diferencias morfolégicas. Primero, en los machos de algunas especies
aparecieron paquetes espermaticos marcadamente mas delgados que los
respectivos paquetes de ancho promedio dentro de la mustra de un mismo
individuo, las que denominaremos variante de grosor: Bothriurus bonariensis,
Brachistosternus ferrugineus, Brachistosternus angustimanus, Brachistosternus
pentheri, Bothriurus araguayae, Cercophonius squama, Urophonius
tregualemuensis (Bothriuridae), y Caraboctonus keyserlingi (luridae) (ver Fig. 19
a-f). En Bothriurus bonariensis y Brachistosternus ferrugineus los paquetes mas
delgados que los normales mostraron valores por debajo de los 9 ym de ancho en
Br. ferrugineus y debajo de 6 ym en B. bonariensis (Fig. 18). Las medias
generales y de paquetes normales no variaron en estas especies (Fig. 18). La
distribucion de las medidas se aproximé bastante a una distribucién normal, (Fig.
21 a-b). Sin embargo cuando se analiz6 la normalidad de los datos los resultados
mostraron que no eran normales en Br. ferrugineus (Test de Normalidad de
Shapiro-Wilks: W . ferrugineus) = 0,94, p = 0,11; W 5. ponariensis)= 0,96, p < 0,0039). Por
otro lado, se observé una variacion muy marcada en C. keyserlingi (luridae) (Fig.
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21 c). En ésta, los paquetes mas abundantes fueron grandes, gruesos y
acompafados por otros paquetes notablemente mas delgados en una proporcion
2 a 1 a favor de los paquetes patron (Fig. 19 e). El ancho de los paquetes finos
midid en promedio casi un tercio que el de los paquetes espermaticos de tamafio
grande (Fig. 18). Comparativamente, en C. keyserlingi, estos paquetes delgados
parecen ser mas comunes que los respectivos paquetes delgados de Br.
ferrugineus y B. bonariensis. La frecuencia de distribuciéon de los anchos de los
paquetes muestra dos picos, es decir una distribucion bimodal que dista mucho de
ser una distribucion normal de los datos (Test de Normalidad Shapiro-Wilks: W =
0,79; p < 0,0001) (Fig. 21 c). En cuanto a los coeficientes de variacion, se observa
que estos disminuyen si se excluyen los paquetes delgados. La disminucion es
muy marcada en C. keyserlingi con un descenso de la variabilidad de casi 40%
contra descensos de menos del 10% en las otras dos especies (Tabla 6). Los
coeficientes de variacion en el pool de paquetes finos fueron comparativamente
mas altos que los de los paquetes normales (Tabla 6).

Por otro lado, el segundo tipo de variante refleja diferencias en el arreglo espacial
y numero de plegamientos sobre el eje longitudinal de los espermatozoides que
componen el paquete espermatico. A esta variante la denominaremos de ahora en
mas variante de arreglo espacial. Timogenes elegans, Timogenes dorbignyi,
Vachonia martinezi, Bothriurus bocki, y Bothriurus Inermis Cercophonius squama
(Bothriuridae) Scorpio maurus (Scorpionidae), Liocheles aff. waigiensis
(Liochelidae) y Euscorpius flavicaudis (Euscorpiidae) presentaron diferencias en el
nuamero de pliegues o conformacion espacial en las muestras intra-especificas
analizadas. Aparecieron tres casos diferentes: en el primero, las especies tenian
paquetes “doblados” en la zona de la pieza media de los espermatozoides
resultando la variante patron (ej. Fig. 20 a-b). En las mismas muestras aparecian
en menor medida paquetes espermaticos con forma recta en donde desaparece el
pliegue en la zona media (Fig. 20 b). Este caso se presenta en bajos nimeros
(menor a 1:100) en las especies de Timogenes 'y en V. martinezi. Otra variante
que frecuentemente acompana a la variante patron, es el paquete “en forma de
anillo” que es mas comun en las muestras de los machos de B. bocki (Fig. 20 a) y
L. aff. waigiensis (Fig. 7 d) que en las muestras de los machos de las otras
especies que muestran dicha variante. De hecho en las dos especies citadas el
patron esta representado por los paquetes en forma de anillo. Por ultimo, también
asociados a la variante patron aparecen “paquetes esféricos”, consecuencia de un
nivel de plegamiento mayor que el que ocurre en los paquetes plegados (ej. ver

Fig. 4). En C. squama aparecen paquetes de la variante patrén (plegados) y la
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variante rectos en las muestras de un macho (Fig. 20 f). Dentro de la variante
recta, aparecieron algunos con variante de grosor, mostrando paquetes mas
delgados que el ancho promedio. A diferencia de los paquetes plegados de
Timogenes, que presentan un ancho muy uniforme a lo largo de toda su
estructura, C. squama presenta paquetes que se van adelgazando abruptamente
hacia la zona distal del paquete espermatico, lugar donde se encuentran los
flagelos de los espermatozoides que lo componen (Fig. 11 h). Por otro lado, mas
raramente en algunas muestras (Fig. 20 e) aparecieron paquetes con variante de
arreglo espacial (variante plegados) en especies que no los presentaban
habitualmente, tal es el caso de U. brachycentrus. Esto sucedié en tres muestras

colectadas en esta especie durante el final de la temporada reproductiva.

Tabla 6. Valores de coeficientes de variacion de paquetes patron (promedio) y variante
(delgado) y del total (agrupando ambos), en tres especies de escorpiones seleccionadas.

Coef. Variacion Br. ferrugineus B. bonariensis C. keyserlingi
Normal (promedio) 14% 11% 10%
Variante (delgado) 24% 20% 25%
Total 20% 19% 53%
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Fig. 18. Valores de ancho promedio de paquetes espermaticos de tipo patron (el valor
promedio normal y mas abundante), variante (en este caso paquete notablemente mas
delgado al patrén), y el ancho promedio del total que considera ambos tipos (patron y
variante). Notese que el ancho total no varia considerablemente en las dos primeras

especies pertenecientes a la familia Bothriuridae, mientras que la variacion es

considerable en C. keyserlingi (luridae) (flecha). Las lineas sobre las barras representan el

desvio estandar.
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Fig. 19. Variacion morfoldgica en el ancho de los paquetes espermaticos en diferentes
especies de Bothriuridae y una especie de la Familia luridae (e). Con flechas se sefalan
las variantes morfolégicas.
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Fig. 20. Variacion morfolégica en el grado de plegamiento en diferentes especies de la

Familia Bothriuridae.
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Fig. 21. Distribucion del ancho de los paquetes espermaticos en tres especies del orden
Scorpiones. a) Brachistosternus ferrugineus (distribuciéon Normal); b) Bothriurus
bonariensis (distribucién no normal, solo levemente sesgada a la derecha);
c).Charaboctonus keyserlingi (distribucion bimodal).
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2.4.2 Cuantificacién de la concentracién vesicular y estimacion del
porcentaje de paquetes espermaticos con variantes morfoldgicas en

especies de la familia Bothriuridae

En la Tabla 7 se resumen los valores y el porcentaje de variante intra-especificas
encontradas entre los paquetes espermaticos de las especies analizadas,
destacandose los grandes desvios estandar registrados que presentan.
Comparando entre las especies que poseen variante de grosor, Br. ferrugineus
presentd menor cantidad promedio de paquetes con dicha variante en los
eyaculados, en relacidn a B. bonariensis. Sin embargo se observa que el
porcentaje promedio de paquetes finos es ligeramente mayor en Br. ferrugineus
que en B. bonariensis (Tabla 7). La frecuencia de la aparicion de estos dos tipos
de paquetes en B. ferrugineus fue del 42% (8/19 individuos) y del 36% en
Bothriurus bonariensis (4/11 individuos). El conteo de paquetes delgados en los
machos de Br. ferrugineus que presentaron este tipo de variante fue de 5625 (N =
8). Si se considera que el promedio total de paquetes delgados en el total de
machos (n = 19) fue de 2368 paquetes, surge que hubo ausencia de dicha
variante en 11 machos. En resumen, los 2368 paquetes espermaticos delgados
representan solo el 2,47% del promedio total de paquetes espermaticos de Br.
ferrugineus (n = 19). Sin embargo, si solo se contabilizan los 8 machos en donde
se encontraron paquetes finos, este porcentaje aumenta al 10%.

El analisis en TEM llevado a cabo en Br. ferrugineus muestra que en la variante
de grosor, los paquetes mas delgados cuentan con menor cantidad de
espermatozoides y no con espermatozoides de menor diametro (Fig. 22). Mientras
que en general los paquetes espermaticos poseen aproximadamente 256
espermatozoides en Br. ferrugineus y 128 en B. bonariensis (ver capitulo anterior),
los paquetes mas delgados tuvieron, respectivamente, 186 + 10 espermatozoides
(N = 9 paquetes espermaticos de un macho) y 84 + 8 espermatozoides (N = 10
paquetes proviniendo de un macho).

En cuanto a las especies que mostraron variante de arreglo espacial, T. elegans
presentd mayor cantidad de paquetes circulares que su especie cogenérica T.
dorbignyi (Tabla 7). De los machos analizados, el 62% (8/13) present6é paquetes

circulares en T. elegans, en tanto el 33% (1/3) en T. dorbignyi.
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Tabla 7. Conteo de paquetes total y conteo de paquetes con variantes morfolégicas. Se
reporta también el porcentaje de paquetes variante morfolégica contabilizados en el
conteo de cada especie.

Especie Cantidad de paquetes Cantidad de paquetes % paquetes con
total (x10%) con variante variante
morfolégica (x10%) morfologica
Brachistosternus ferrugineus 9,60+7,29 0,24 +0,33 2,50
Bothriurus bonariensis 93,36 £ 59,94 1,57 £3,19 1,68
Timogenes elegans 46,48 + 39,84 3,88 + 8,67 8,35
Timogenes dorbignyi 4,59 +3,17 0,08+0,14 1,74

Fig. 22. Variante en grosor en un macho de Brachistosternus ferrugineus. Aqui se observa
la variabilidad en el numero de espermatozoides que puede existir.

2.4.3 Evaluacion del efecto de la temporada de captura y condicion

corporal sobre el polimorfismo de Brachistosternus ferrugineus

Existe efecto de la temporada de captura sobre el nivel de polimorfismo en los
machos de Br. ferrugineus (Anova, F .0 = 6,07, p = 0,01). El test PosHoc de
Tukey mostré que, de los tres meses muestreados, el polimorfismo fue mayor en
noviembre que en enero y febrero (Fig. 23). En noviembre el 67% de los machos
analizados (6/9 individuos) presentaron paquetes delgados. En enero ese
porcentaje se redujo a un 14% de los machos (1/7), en tanto que en febrero no se
observaron paquetes delgados. El efecto de la condicion del macho sobre la
concentracion de paquetes espermaticos con variante de grosor no fue
estadisticamente significativa (F(1.1)= 1,10, p = 0,30).
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Fig. 23. Grafico de cajas que muestra la incidencia de paquetes finos en diferentes meses
de colecta en Brachistosternus ferrugineus.

2.4 .4 Influencia de apareamientos sucesivos sobre la produccion de
paquetes espermaticos con variante en el arreglo espacial en Timogenes

elegans

En dos de los machos analizados, la concentracion de paquetes con variante de
arreglo espacial (forma de anillo) aumento en el segundo apareamiento. En
efecto, en el primer espermatéforo no se observaron paquetes polimorficos,
mientras que en el segundo, se contaron 5000 paquetes polimorficos en uno de
los machos y 2500 en el otro. El tercer macho tuvo un nimero similar de paquetes
con forma de anillo entre los dos espermatoforos (Tabla 8). En el macho restante,

no aparecieron paquetes polimorficos en su segundo espermatoforo (Tabla 8).
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Tabla 8. Conteo de espermatozoides con variaciéon en el arreglo espacial en el
espermatoforo de especies de Timogenes elegans con sucesivos apareamientos.

Concentracion paquetes

Concentracion

Macho Apareamiento polimadrficos Paquetes
(finos) patrén
Apareamiento 1 0 5.600.000
T. elegans m01
Apareamiento 2 2500 9500
Apareamiento 1 7500 17.492.500
T. elegans m05
Apareamiento 2 7500 32.492.500
Apareamiento 1 0 9.400.000
T. elegans m06
Apareamiento 2 5000 26.295.000
Apareamiento 1 2500 5.597.500
T. elegans m09
Apareamiento 2 0 4.700.000
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2.5 DISCUSION

Se encontraron variantes a los tipos patrones de paquetes espermaticos que
presenta cada especie. Se sabe que los paquetes espermaticos sacados de
diferentes lugares de la vesicula seminal siempre muestran la misma morfologia
(Mattoni, 2003), descartandose asi la posibilidad de un cambio de forma debido al
movimiento del esperma en la parte final del tracto reproductivo masculino.
Aparecieron dos grandes variantes, una que afectaba el grosor del paquete
espermatico y otra que afectaba la conformacién espacial del mismo. Estas
variantes coexisten con las variantes patron en el eyaculado y en las vesiculas

seminales de un mismo macho, una coexistencia intra-macho.
2.5.1 Ausencia de polimorfismo propiamente dicho en Bothriuridae

Los resultados obtenidos en Bothriuridae no dan un fuerte soporte a la idea de la
existencia de verdadero polimorfismo en los paquetes espermaticos de los
machos de estas especies, al menos tal como se ha reportado en otros artropodos
(ej. Joly y Lachaise, 1994 [Drosophila] o Sasakawa, 2009 [Bombix mori]). En
efecto, en la frecuencia de distribucion de las variantes de paquetes no se
detectan picos marcados que podrian definirlas claramente como un polimorfismo.
En otras palabras, se tratan de variantes reconocibles pero que se encuadran
dentro de los rangos de los paquetes normales de la especie. Ademas, los
paquetes con variante de grosor y con variante en arreglo espacial fueron muy
poco comunes (no mas del 10%). De hecho los valores de variabilidad no cambian
considerablemente cuando se incorporan o se excluyen dichas variantes. Existen,
sin embargo, especies de insectos en donde la produccién de paquetes con una
variante dada (particularmente parasperma) muestre una baja proporcién, por
debajo incluso del 10% (ej. Swallow y Wilkinson, 2002 [Diptera y Lepidopteral]).
Mas alla de la carencia de un polimorfismo definido, aparecieron variaciones
interesantes en grosor y forma general de los paquetes en el eyaculado de un
mismo macho, es decir variabilidad de tipo intra-individual. Dentro de Bothriuridae,
los paquetes espermaticos con diferencias en el plegamiento (variantes en el
arreglo espacial) fueron observados en el eyaculado de un mismo macho en
varios miembros de Bothriurus. Es interesante destacar que las especies de
Bothriurus pertenecientes al grupo bonariensis (B. bonariensis y B. chacoensis),
asi como B. araguayae, especie muy relacionada, no muestran este tipo de
variaciones. Si se han detectado paquetes con variantes en grosor en estas

especies. Por el contrario, las especies de Bothriurus del subgénero
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Andibothriurus no mostraron variantes intra-individuales. A partir de los resultados
del capitulo anterior, ahora se pude analizar mejor el cambio en las formas dentro
de un macho. Por ejemplo, los paquetes esféricos observados en el semen de
machos de algunas especies de Euscorpiidae y Scorpionidae, provendrian de
paquetes plegados, que se pliegan mas veces sobre si mismos. Un pliegue
genera un paquete plegado al medio y dos 0 mas genera un paquete esférico. En
estas especies el patrén seria el plegado, mientras que la variante del paquete
patrén seria un paquete esférico (plegados multiples veces). Esto seria explicado
segun los datos de filogenia que sugieren que la forma inicial fue la plegada que
luego derivé en las otras formas dentro de ellas la forma esférica en donde se
pliega sobre si mismo y se compacta mas. Lo mismo ocurriria en el caso en
donde aparecen paquetes rectos. Estos derivarian de un enderezamiento de un
paquete plegado simple. Futuros trabajos podrian examinar si estas formas
tendrian una funcion adaptativa o se trata simplemente de teratologias en el
eyaculado de un macho. A la fecha, no se tiene una explicacion satisfactoria sobre
la modificacion que deberian sufrir los paquetes plegados para llegar a generar
paquetes circulares o si derivan directamente de paquetes de plegado simple ya
formados.

Las variaciones en el ancho del paquete de Br. ferrugineus y B. bonariensis
podrian ser el resultado de un nimero menor de mitosis en las células
productoras de esperma, generandose asi menor nimero de espermatozoides, tal
como fue observado en insectos (Virkki, 1969). También se ha observado en
paquetes rectos, la activacion prematura de algunos espermatozoides dentro del
macho, lo que produce que estos haces de espermatozoides se separen de los
paquetes espermaticos. Esta variacion también podria estar originada en fallas de
tipo teratoldgico, debidas por ejemplo a errores durante la formacion de los
paquetes espermaticos dentro de los testiculos (ej., deficiencias en la nutricion o
problemas enddgenos). La idea del origen teratoldgico de los paquetes con
variantes morfolégicas, se veria reforzada por los datos que sugieren una
influencia de la temporada reproductiva sobre su frecuencia de aparicién. Los
resultados en Br. ferrugineus mostraron un mayor numero de paquetes
espermaticos delgados al principio de la temporada reproductiva. Esto podria
indicar algun tipo de teratologia asociada al gran esfuerzo masculino en generar
mucha cantidad de espermatozoides al inicio de la temporada, momento en el que
las hembras son aun virgenes y existiria mucha competencia entre machos para
inseminar el mayor numero (Peretti y Carrera, 2005; Peretti, 2010). Estudios de

teratospermia de espermatozoides en vertebrados han sugerido, por el contrario,
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que el mayor nimero de malformaciones o falencias aparecerian durante la época
no reproductiva (ej. Brun y Rumpler, 1990). Podria entonces argumentarse,
alternativamente, que lo observado en escorpiones resulta de una teratoespermia
a nivel de paquetes ocurrida durante el invierno pero que se manifiesta a nivel del
eyaculado al inicio de la temporada sexual. De cualquier manera, los paquetes
delgados observados en Br. ferrugineus podrian tener una desventaja desde el
punto de vista de la competencia espermatica. No en cuanto a la propulsion
dentro del tracto reproductivo de la hembra como sucede en otros artrépodos,
(Mackie y Walker, 1974; Sivinski, 1980; Pizzari y Foster, 2008; Higginson y Pitnick,
2011), sino mas bien por la cantidad de esperma transferido que seria menor a
medida que aumentara la concentracion de paquetes espermaticos finos en los
eyaculados de un macho. De todos modos, y contradiciendo un poco la hiptesis
anterior, se puede tomar a este fendmeno de mayor concentracion de paquetes
finos como una estrategia que podrian adoptar algunos machos. Asi,
hipotéticamente, los machos que puedan generar paquetes espermaticos
rapidamente a costa de incluir menor cantidad de espermatozoides, para
adelantarse a buscar hembras en la temporada reproductiva, tendrian una ventaja
sobre los machos que esperen a generar paquetes con una cantidad normal
promedio de espermatozoides. Estos machos que pueden adelantarse en la
temporada reproductiva, tendrian mas chances de llevarse una mayor cantidad de
progenie. Sera muy interesante llevar a cabo en el estudios sobre de la frecuencia
de ocurrencia de variantes de paquetes a lo largo de todo el afio a los fines de
definir mejor la factibilidad de estas explicaciones.

En cuanto a la apariciéon de variantes de paquetes en sucesivos espermatéforos
depositados por un mismo macho, los resultados encontrados no son
concluyentes. No se descarta, sin embargo, que esto se deba al bajo numero de
machos que llegaron a depositar un segundo espermatoforo y, por ende, no pudo

alcanzarse un tamario de muestra apreciable.

2.5.2 Posible presencia de polimorfismo real en Caraboctonus
keyserlingi (luridae)

A diferencia de lo que ocurrié con Br. ferrugineus y B. bonariensis (Bothriuridae),
en el luridae C. keyserlingi aparecen dos variantes que podrian ser interpretadas
como dimorficas. En efecto, en esta especie se observa claramente una variante
visiblemente gruesa, asi como otra marcadamente delgada. Futuros estudios

podrian explorar si esta variacion en los paquetes espermaticos es parte de una
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estrategia para la competencia espermatica, tal como se ha sugerido en algunos
insectos con situaciones similares (ej. Wigby y Chapman, 2004; Takami y Sota,
2007 [Escarabajos]). De todas formas no se puede precisar mejor la estrategia
puntual, ya que no se sabe como se comportan los paquetes espermaticos in vivo.
En el caso de C. keyserlingi, asi como otros luridae, los machos en general
poseen vesiculas muy grandes y tienen paquetes espermaticos largos. Ambos
caracteres, junto con la presencia de paquetes dimorficos, tal vez estén reflejando
entre la existencia entre los machos de un apreciable riesgo de competencia
espermatica.

En este sentido, el polimorfismo o las diferencias en formas se han citado
principalmente en los espermatozoides (ej. Swallow y Wilkinson, 2002; Wigby y
Chapman, 2004; Holman y Snook, 2006, Moya et al, 2007), pero existen
referencias para paquetes de esperma en donde ambos morfotipos contienen
espermatozoides fértiles (eusperma-eusperma) (ej. Joly y Lachaise, 1994; Snook
1998; Takami y Sota, 2007). El polimorfismo de esperma se piensa que esta bajo
control de la seleccion sexual a través de la competencia espermatica sobre todo
en especies con morfotipos que tienen diferentes tipos de espermatozoides
(Snook, 1998; Holman et al., 2006; Birkhead et al., 2009; Higginson y Pitnick,
2011). La competencia espermatica en los machos puede producir tipos
adicionales de esperma que pueden ayudar al esperma viable de diferentes
maneras para alcanzar y fertilizar un set de 6vulos (ej. Wigby y Chapman, 2004).

Se necesitan en el futuro mas analisis sobre la biologia reproductiva de ciertos
grupos para poder tener una vision mas global de la posible influencia de la
competencia espermatica sobre las variables morfoldgicas generales, asi como
también sobre la posible aparicion de paquetes polimoérficos en especies con un

alto riesgo de competencia espermatica.
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SECCION B: VARIABLES DE PRODUCCION
ESPERMATICA

Los animales con reproduccion sexual, transfieren sus gametas en una
secuencia que involucra los siguientes pasos: produccién, almacenamiento y
transferencia (Davey, 1985; de-Wilde y de-Loof, 1973; Wedell y Hosken, 2010).
Los testiculos, que en general son pares, se encargan de producir los
espermatozoides por medio de la espermatogénesis (Franzén, 1956). Los
espermatozoides en muchos grupos animales, incluidos los artropodos, se
almacenan temporalmente en reservorios masculinos cominmente llamados
vesiculas seminales (Chapman, 1998). En general pueden ser érganos bien
definidos o solo ensanchamientos de los vasos deferentes. Finalmente, y en
algunos casos luego de un proceso de maduracion y seleccion de gametas, los
espermatozoides son transferidos al tracto reproductivo femenino (Chapman,
1998). En artropodos, este proceso se puede dar de forma directa mediante el uso
de un pene u 6rgano intromitente o de forma indirecta mediante el uso de un
espermatoforo, estructura generada por el macho, (Proctor, 1998; Wedell y
Hosken, 2010). En la hembra el esperma se puede almacenar temporalmente en
el atrio genital o directamente ser transportado a los receptaculos seminales,
6rganos encargados del almacenamiento de esperma hasta el momento de la
fertilizacién. En general las hembras poliandricas poseen algun tipo de
almacenamiento espermatico que interviene en la seleccion sexual poscopulatoria
(Keller y Reeve, 1995; Eberhard, 1996; Birkhead y Mgller, 1998). Segun el grupo
animal se puede producir una progenie por ovoviviparidad o viviparidad
(Blackburn, 1999).

En general los testiculos en vertebrados superiores se encargan de producir no
s6lo esperma, sino también otras sustancias, tales como hormonas. En
artropodos, esto es diferente ya que los testiculos producen solo esperma
(Chapman, 1998). El testiculo es una estructura que varia mucho en cuanto a
tamano y morfologia en diferentes grupos animales y ésta variacion esta mediada
por diversos factores, dentro de los que se encuentran la seleccion sexual
(Simmons, 2001; Wedell y Hosken, 2010). La seleccién sexual es un mecanismo
que influye directamente en el desarrollo de caracteres sexuales masculinos como
por ejemplo la morfologia de la genitalia y 6rganos sexuales, glandulas accesorias
y hasta caracteres de la historia de vida del organismo (Parker, 1970; Short 1979;
Eberhard, 1985; Birkhead y Mgller, 1998; Simmons, 2001). Las vesiculas
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seminales como los testiculos estarian también bajo la influencia de la seleccién
sexual (Dixson, 1998), que en muchos casos resulta en la apariciéon de una gran
variedad de morfologias y tamafios (ej. Dixson, 1998 [Primates]; Stockwell, 1989
[Scorpiones]; Chowdhury y Joy, 2007 [Teledsteros]) y diversidad en las
secreciones seminales (ej. Simmons, 2001 [Insectos]; Herberstein et al., 2011
[Aranas]).

Los espermatoforos no son ajenos a la influencia de la seleccién sexual, y de
hecho han sido objeto de estudios en varios artrépodos, en particular insectos y
aracnidos (Thomas y Zeh, 1984; Peretti, 2003; Wedell y Hosken, 2010). Las
caracteristicas del eyaculado (ej. su volumen) reflejan el nivel de competencia
espermatica presente en la poblacion. Si bien el modelo de “loteria” (Martin et al.,
1974; Martin y Dziuk, 1977; Parker y Simmons, 1991) de competencia
espermatica sugiere que los machos deberan destinar mucho esperma en los
apareamientos (Parker, 1990), se sabe que la produccién de eyaculados es algo
costoso (Dewsbury, 1982; Nakatsuru y Kramer, 1982; Olsson et al., 1997) por lo
que los machos deben labrar estrategias para la produccion de los mismos
(Engqvist y Reinhold, 2007).

Dentro de los artropodos, en los aracnidos existen pocos trabajos que se hayan
enfocado en el analisis del tamano de los testiculos y vesiculas seminales desde
una perspectiva de competencia espermatica. Las arafias presentan, en general,
precedencia de esperma, debido al disefio del tracto reproductivo femenino (Elgar,
1998). Esta caracteristica, sumada a la corta vida de los machos adultos luego de
la copula, favoreceria otras estrategias en ellos. Estas estrategias son diferentes a
la produccion de una gran cantidad de espermatozoides (vinculada a la
competencia en un modelo de “loteria”), e incluyen el cuidado de la pareja por
combate fisico, la reduccion de la atractividad o receptividad femenina, el ajuste
de la duracion de la cépula y por ultimo el infanticidio (Elgar, 1998; Modanu et al.,
2013). Estas estrategias estan enfocadas en la remocion de espermay en la
precedencia de esperma, mas que en el aumento del nimero de esperma, como
también lo sugieren Helberstein et al., (2011). El analisis de los testiculos estuvo
enfocado a la descripcion general del aparato reproductivo (Burger y Michalik,
2010; Michalik y Lipke, 2013), o a la descripcion del fendmeno de vaciamiento de
esperma permanente que ocurre en ciertos grupos (Michalik y Ritchsoff, 2011;
Modanu et al., 2013).

En este marco, en la presente seccion se lleva a cabo una aproximacion al
estudio de la produccion espermatica en escorpiones, siendo el primer intento

para el grupo a nivel mundial. Cabe destacar que el termino produccién
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espermatica se emplea en un sentido completo, es decir abarcando no solo la
produccién testicular sino también lo concerniente al almacenamiento de la misma
y su ulterior transferencia al tracto reproductivo femenino. Asi, la produccién de
esperma sera particularmente analizada en detalle en representantes de la familia
Bothriuridae. Los analisis principalmente se orientan a relacionar variables
generales y reproductivas, tales como la masa corporal o el nivel de poliandria
respectivamente, con los tamafos y caracteristicas adicionales de los 6rganos y
estructuras masculinas involucradas en la produccién, almacenamiento y

transferencia espermatica.
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3 Analisis intraespecifico de la produccion, almacenamiento

y transferencia del esperma y sus variables asociadas

3.1 INTRODUCCION

En numerosas especies, la produccion, almacenamiento y transferencia de los
eyaculados estan bajo la influencia de la seleccion sexual, en particular de la
competencia espermatica (Dixson, 1998; Damiens y Boivin, 2005; Soulsbury y
lossa, 2010; Vahed y Gilbert, 1996; Williams et al., 2005). Existen reportes
detallados sobre produccion y calidad de espermatozoides, asi como otros
componentes del eyaculado, en vacas, cerdos y diversas aves, muchos de ellos
enmarcados en produccion animal para el comercio (Bertani et al., 2002;
Einarsson et al., 2009, Igboeli y Rakha, 1971, Lunstra et al., 1978, Quartuccio, et
al., 2011, Queiroz y Cardoso, 1987; Ritar et al., 1992, Vom Saal et al., 1998;
Suwanpugdee et al., 2009; Swierstra, 1971). De hecho, conteos de
espermatozoides no son muy comunes fuera de los animales de importancia
econdmica. Los estudios sobre competencia espermatica a menudo se nutren
precisamente de técnicas originalmente aplicadas a dichos grupos asi como de la
andrologia (ej. Simmons et al., 2003). Algunos pocos trabajos analizan la
produccion en un sentido mas amplio en grupos, tales como himenopteros (Baer y
Boomsma, 2004; Lacoume, et al, 2007; Schluns, et al., 2003), musarafas
(Parapanov et al., 2009) y ratones (Peirce y Breed, 2001). De este modo se ha
podido progresivamente ir determinando que en varias especies animales el
numero de espermatozoides, y sobre todo el volumen de eyaculado, suele estar
influenciado directamente por decisiones masculinas orientadas a destinar el
esperma de forma estratégica (sperm allocation) (Ingleby, et al., 2010; Pizzari,
2002; Williams et al., 2005). Existen dos estrategias generales que muestran
respectivamente dos posibles resultados bajo competencia espermatica (Engqvist
y Reinhold, 2007). La primera implica que los machos produzcan y destinen un
volumen mayor de eyaculado para poder desplazar fisicamente a los eyaculados
rivales. La otra, por el contrario, apunta a que los machos depositen volumenes
menores de eyaculado, orientdndose a buscar un mayor numero de hembras para
copular (Engqvist y Reinhold, 2007). Los analisis de sperm allocation en general
no muestran datos volumenes o conteos espermaticos, concentrandose
principalmente en los aspectos tedricos.

Los escorpiones, a diferencia de algunos aracnidos (ej. solifugos y varias

arafias), producen esperma a lo largo de toda su vida adulta. No se tiene registro
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de cuanto volumen producen realmente los testiculos, ni de lo almacenado en las
vesiculas seminales. Ademas, tampoco se sabe qué proporcion de lo producido
y/o almacenado es destinado al espermatoforo a los fines de ser transferido a la
hembra durante el apareamiento. Con el fin de cubrir este vacio actual de
conocimiento para el orden, en este capitulo se analizara la concentracion de
espermatica contenida en las vesiculas seminales asi como dentro del
espermatoforo. Para tal fin, este estudio es llevado a cabo de forma
intraespecifica en cuatro especies seleccionadas de la familia Bothriuridae, en
particular lo referido a produccion testicular. Adicionalmente, también se analizan
las posibles variables comportamentales y estacionales que podrian estar
influyendo a las variables de produccion espermatica. Se considera que a partir de
lo ofrecido por este estudio, se podra llegar, al menos preliminarmente, a dilucidar
si en escorpiones existe 0 no un patron que sugiera existencia de competencia
espermatica de tipo “numérica” en donde en sistemas con mezcla de esperma
dentro de las hembras, los machos que producen mayor cantidad de
espermatozoides tienen una ganancia proporcional en las fertilizaciones (Wigby y
Chapman, 2004). Cabe destacar que luego, en el siguiente capitulo, se tomaran
como punto de partida los valores aqui obtenidos para entonces realizar un
analisis similar pero a la escala interespecifica, con mayor nimero de especies, v,

principalmente, teniendo en cuenta la filogenia del grupo.
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 General

Realizar un analisis intraespecifico del volumen y concentracion del esperma

durante las etapas de produccion, almacenamiento y transferencia, considerando

la influencia de la masa corporal y de la época reproductiva, en especies

seleccionadas de Bothriuridae.
3.2.2 especificos

1. Analizar en cuatro especies de Bothriuridae los volumenes y
concentraciones de espermatozoides en los machos a nivel de cada
organo y/o estructura reproductiva (testiculo, vesicula seminal,
espermatoéforo);

2. Describir en detalle la ruta completa de produccién, almacenamiento y
transferencia de espermatozoides en una especie modelo, utilizando a
Timogenes elegans para tal fin;

3. Comparar el volumen de eyaculado y la concentracion de esperma

contenido en la capsula del espermatoforo entre sucesivos apareamientos

en dos especies de Timogenes;

4. Analizar posible modelos que permitan predecir el comportamiento de las

variables de produccion, almacenamiento y transferencia, teniendo en
cuenta la condicion del individuo y la época reproductiva en especies

seleccionadas de Bothriuridae.
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3.3 MATERIALES Y METODOS

3.3.1 Especies analizadas

Las cuatro especies seleccionadas de la familia Bothriuridae fueron las
siguientes, todas colectadas en la provincia de Cérdoba, Argentina (sitio de
colecta entre paréntesis): Timogenes elegans (Chancani, n = 20); Timogenes
dorbignyi (Chancani, n = 9), Brachistosternus ferrugineus (Chancani, n = 37);
Urophonius brachycentrus (Tanti, n = 14). Se seleccionaron estas especies por
tres razones principales: las dos especies de Timogenes presentan,
comparativamente con otras, muy buena receptividad sexual para la realizacién y
observacion de apareamientos en el laboratorio (Peretti, 1993). Esto permitid
utilizar como modelos a estas especies para lo concerniente a volumen del
eyaculado contenido en el espermatéforo. Brachistosternus ferrugineus es
siempre muy abundante en las colectas (Nime, Mattoni y Vrech observaciones
personales), y, por ultimo, U. brachycentrus posee un interesante sistema de
apareamiento, en donde los machos depositan un tapon genital muy eficaz dentro
del atrio genital femenino (Peretti, 2010; C. Mattoni, D. Vrech y A. Peretti, datos
inéditos).

3.3.2 Descripcion de produccion espermatica
3.3.2.1 Extraccién y medicion del 6rgano de produccion (Testiculos)

3.3.2.1.1 Masa y volumen testicular

Se tomaron los valores de la masa testicular para las cuatro especies
seleccionadas. En primer término se practicaron incisiones en las zonas pleurales
de los machos para remover la parte dorsal del mesosoma. Los testiculos fueron
separados cuidadosamente del hepatopancreas para evitar perder alguna parte
de los mismos. Una vez aislados, se les practicé un corte en la unioén con la
vesicula seminal. Las dos ramas testiculares, derecha e izquierda, extraidas
fueron colocadas sobre un portaobjeto para ser pesadas. En la balanza se
procedié a tomar nota de los datos 30 segundos después de que los valores en el
visor se estabilizaran, anotando la masa testicular (pt) expresada en gramos, con
una exactitud de 0,0001g. Posteriormente, se procedio a obtener los valores de
volumen de los testiculos. Para tal fin y siguiendo lineamientos generales
utilizados en otros artropodos (ej. Gage 1994), se empled un dispositivo
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compuesto por dos portaobjetos, el primero de ellos, en el cual se colocara los
testiculos, con dos cubreobjetos a ambos lados con una altura conocida de 0,16
mm. Una vez colocados los testiculos en el primer portaobjeto, se lo cubria con el
segundo portaobjetos. Este aplastamiento controlado produce una expansion de
los testiculos hasta que los portaobjetos que los cubre hacen tope con los
cubreobjetos laterales. Para que la presion fuese uniforme, se utilizaron cuatro
prensas de libreria para hojas. Se puede obtener asi un area formada por los
testiculos entre ambos portaobjetos. Esta area, expresada en mm?, fue medida
con el software ImageJ 64 Bits (Schneider et al., 2012) y luego multiplicada por la
altura constante de los dos cubreobjetos (0,16 mm), obteniéndose de este modo
el volimen de los testiculos (vt) en mm?®. Esta técnica de aplastamiento también
se uso para obtener los volimenes seminales de otras estructuras en este

capitulo, tales como los de las vesiculas seminales y espermatoforo.
3.3.2.2 Descripcion del almacenamiento en el macho (vesiculas seminales)

3.3.2.2.1. Volumen y masa de las vesiculas seminales

Para extraer las vesiculas seminales se cort6 la base del 6érgano paraxial, el cual
contenia un hemiespermatoforo y la vesicula seminal anexa. Mediante la técnica
de aplastamiento descripta en el apartado anterior, se obtuvo el volumen de
ambas vesiculas seminales. Estas luego se colocaron en un portaobjetos con el
que previamente se calibr6 la balanza, obteniendo la masa vesicular total (pv)

expresada en gramos. Esta variable sera luego utilizada en el proximo capitulo.

3.3.2.2.2. Concentracion de espermatozoides en las vesiculas

seminales

Una vez pesadas, las vesiculas seminales se desgarraron embebidas en
solucion fisioldgica y bajo lupa estereoscopica a los fines de liberar los paquetes
espermaticos. Esta solucién fue succionada con una micropipeta (Finnpipet 1-10
pl) y mezclada con 100 o 1000 pl mas de solucion fisioldgica (segun la especie,
porque pueden haber variaciones tanto en el tamario total como en la proporcién
de llenado, ver mas adelante) para asi contar finalmente el nUmero paquetes
espermaticos en la camara de Neubauer. En cada etapa el volumen de la solucion
era anotado a los fines de posteriormente hacer los calculos correspondientes de
la disolucién una vez contados los paquetes. El conteo de éstos se realizé en los
cuatro cuadrantes mayores de las esquinas de la grilla de la camara de Neubauer

y se utilizé la ecuacion [spmtz)/ml = cc*10000/4*fd, en donde [spmtz]/ml es la
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concentracion de espermatozoides por mililitro, y esta en funcion de cc, que es el
numero de células contabilizadas en la camara de Neubauer y fd que hace
referencia al factor de dilucion en caso de que se hubiese utilizado alguno para
muestras muy concentradas. Para estimar el numero final de espermatozoides se
multiplico la concentracion de paquetes espermaticos por mililitro, por la cantidad
promedio de espermatozoides contenidos por paquete (Capitulo 1, apartado
1.4.1.4). Para expresar la concentracion de espermatozoides se utilizé notacion
cientifica y se uniformaron los valores expresandolos todos a la séptima potencia.
Se utilizo el coeficiente de variacion (CV) para ver la variabilidad que existe en la
produccion de las vesiculas seminales de las especies analizadas. El coeficiente
de variacién se obtiene de la division del desvio estandar por la media, en este

caso de la produccion de las vesiculas seminales, y se expresa en porcentaje.

3.3.2.3 Descripciéon del volumen y la concentracion espermatico a transferir

(espermatoforo pre-inseminacion)

En dos especies del género Timogenes se obtuvieron valores de concentracion y
volumen de esperma contenido dentro del espermatéforo. Este analisis solo se
realiza en Timogenes porque, como ya dijimos anteriormente sus especies
aparean facilmente, lo que nos permite obtener espermatoéforos en estado pre-
inseminacion (sin utilizar). Se utiliza el término “volumen de transferencia
espermatica” para referirse al volumen del eyaculado transportado por el
espermatoforo. Se examinaron los contenidos seminales en un total de 18
espermatoforos en sus estados pre-inseminacion, producidos respectivamente de
13 machos de T. elegans y 5 machos de T. dorbignyi. Al igual que para el
apartado anterior, se obtuvo el coeficiente de variacion para analizar la
variabilidad de produccion en estas dos especies. Como en estas especies se
obtuvieron valores de concentracion tanto en la vesicula seminal como en el
espermatoforo, se compararon los coeficientes de variacion de las
concentraciones de esperma entre ambas utilizando el paquete estadistico R (R
Core Team, 2012). Para el registro de los apareamientos, extraccion del contenido
espermatico del espermatéforo y conteo de los paquetes espermaticos se siguio la
metodologia ya expuesta en el item 2.2.2.4 del Capitulo 2. De forma anexa y
enfocado mas al andlisis del proximo capitulo, se obtuvieron los valores de
volumen potenciales de la capsula del espermatéforo, mediante la medicion de la
misma en espermatdforos pre-inseminacion conservados. Para ello se tomaron

las medidas de alto, largo y ancho de la capsula en mm y se obtuvo un volumen
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en mm? al multiplicar los tres valores. Con esto se comparé el porcentaje total de

llenado de la capsula del espermatoforo.
3.3.3. Analisis en Timogenes elegans

Debido a la cantidad de individuos analizados (N = 13) y a que es una especie
que presenta todas las variables analizadas hasta este punto, se decidié tomar a
T. elegans como modelo para comparar las variables obtenidas de testiculos,
vesiculas seminales y espermatoforo (masa testicular, volumen vesicular y
volumen del espermatoforo). Para ello se realizaron Analisis de varianza de una
via y regresion lineal simple (a = 0,05) para comparar la produccion en esta
especie. Se utilizé el paquete estadistico R (R Core Team, 2012).

3.3.4. Influencia del numero de espermatdforos depositados durante una
temporada reproductiva sobre el volumen y la concentracién de esperma

en machos de Timogenes

Para este analisis se utilizaron los mismos machos de T. elegans analizados en
el capitulo 2, apartado 2.2.2.4, y un Unico macho de T. dorbignyi capturado en el
parque provincial Chancani en 2010, que efectud tres apareamientos sucesivos.
En todos los individuos, se midio el volumen y la concentracion de
espermatozoides segun los lineamientos citados en los apartados previos de este
capitulo (3.3.2). Se realizé un test pareado de Wilcoxon no paramétrico para
cotejar si las diferencias en los valores entre apareamientos existen. En el caso de
T. dorbignyi solo se realizara una comparacion de valores sin ningun test
estadistico. Para el analisis estadistico se utilizé el paquete estadistico R (R Core
Team, 2012)

3.3.5. Analisis intraespecifico de modelos con variables que influencian
la masa testicular, el volumen vesicular y la concentracion de esperma

en los machos

Para cada macho de cada una de las especies analizadas se tomaron las
siguientes variables: mes y afio de colecta, masa corporal, masa testicular (ambos
con una precisiéon de 0,0001 g), volumen vesicular (mm?®) y concentracién de
espermatozoides de la vesicula seminal expresado en notacion cientifica elevados
a la séptima potencia (ej. 0,01x10’) para que sea mas facil comparar los valores.

Para la obtencion de la masa corporal, los machos eran sedados con éter etilico y
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luego pesados en una microbalanza (Ohaus Pioneer PA114; precision de 0,0001
g). Posteriormente, los machos eran expuestos a una sobredosis de éter para
prepararlos para la diseccién de sus 6rganos reproductivos. Como variable
respuesta se tomaron el peso del macho para ver si existia alguna variacion con
respecto al mes y afio de captura, la masa testicular para ver qué relacion
alométrica existia con la masa corporal del macho y como influian el mes y afio de
captura sobre la primera. Luego se evalué como era influido el volumen de las
vesiculas seminales por la masa corporal, la masa testicular y la época de
captura. Por ultimo se evalué el efecto de la masa corporal, la masa testicular, el
volumen vesicular y la época de captura sobre la concentracion de
espermatozoides por mililitro. El volumen del espermatoéforo pre-inseminacion no
fue tenido en cuenta porque no se tienen datos para todas las especies.

Para testear como las variables predictoras influenciaron las variables respuesta,
se utilizaron todas las combinaciones posibles de modelos de uno a dos
parametros (y = 1, y = a; basado en Costa-Schmidt y Machado, 2012). El modelo
con un solo parametro fue incluido para los casos en que ninguna variable
explicara mejor a la variable respuesta. Los modelos se compararon utilizando el
criterio de informacion de Akaike corregido para muestras pequefas (AlICc), tal
como fue sugerido por Burnham y Anderson (2002). El modelo con el menor valor
de AICc y los modelos cuyo cambios en AlCc eran menores a 2 (AAICc < 2) (ver
Burnham y Anderson, 2002), fueron seleccionados como los modelos que
presentaban la mayor verosimilitud para explicar la variable respuesta. Todos los
modelos se resumieron en una tabla en donde puede ser observaba la variable
respuesta y sus respectivos predictores. En cada celda se muestra el valor de
peso de Akaike que representa las chances del modelo de explicar
adecuadamente la variable respuesta. Se resaltd con color los modelos con mayor
peso de Akaike obtenido para cada variable respuesta. En un analisis preliminar
se eliminaron los modelos con mas de dos parametros por mostrar valores muy
altos de AlCc.

Cuando la influencia de la masa corporal sobre la masa testicular era
significativa, se evaluaba el tipo de alometria segun el valor de la pendiente, y se
estimaba la probabilidad de que dicha pendiente fuese distinta de 1 (isometria) de
la siguiente manera: con Microsoft Excel se determiné el valor de probabilidad de
dos colas correspondiente a ese valor con la ayuda de la siguiente férmula p =
TDIST(tratio, df, 2), en donde TDIST es el nombre de la funcién en Microsoft Excel
y entre paréntesis aparecen los parametros, tratio es el valor de t obtenido de la

resta del valor de la pendiente al numero uno y este valor se dividié por el error
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estandar ([slope-1]/SE), df es la cantidad de grados de libertad y el numero dos se
refiere a que el analisis de la probabilidad es a dos colas.

Para todos los analisis estadisticos se utilizo el paquete estadistico R de codigo
abierto (R Core Team, 2012) y la libreria bbmle para la obtencién de los valores

de los parametros en el analisis de seleccién de modelos.

3.4 RESULTADOS

3.4.1 Descripcién del volumen de esperma general del macho

Los valores de volumen de produccion testicular, almacenamiento y transferencia
se observan en la Tabla 9. Los volumenes de la vesicula seminal en cada
especie, siempre fueron mayores a los de volumen testicular, excepto en Br.
ferrugineus. Esta especie produce un volumen equivalente a 8,17 mm®y
almacena menos de la mitad de ese volumen en las vesiculas seminales. Las
otras tres especies, por el contrario, almacenan aproximadamente el doble del
volumen del testiculo, inclusive casi tres veces mas en T. dorbignyi.

Los volumenes de las vesiculas seminales no siempre son iguales debido a una
diferencia en el grado de llenado total (machos con vesiculas seminales mas
llenas que otros), como puede ocurrir en Br. ferrugineus o en una diferencia de
tamano total de la misma vesicula (machos presentan comparativamente
diferentes tamafios de vesiculas seminales) como ocurre en T. elegans (ver Fig.
24).

Tabla 9. Volumenes de espermatozoides en diferentes sitios del tracto reproductivo
masculino en cuatro especies de la familia Bothriuridae. Los datos estan expresados en
mm3,

Volumen Volumen Volumen Volumen
Especies Testiculo Vesicula eyaculado Espermatoforo
(mm?3) (mm?3) (mm?3) (capsula) (mm?3)
Br. ferrugineus 8,17 3,97 0,59 2,70
U. brachycentrus 3,43 6,17 0,62 1,86
T. elegans 7,36 11,7 1,47 4,41
T. dorbignyi 1,19 3,81 0,58 1,27

También se observa que en cada especie, el volumen potencial de la capsula del
espermatoforo es mayor al volumen que realmente se transfiere a la hembra. Asi
Br. ferrugineus transfiere aproximadamente el 22% de la capacidad potencial de la
capsula, mientras que U. brachycentrus y T. elegans el 33%. Unicamente T.

dorbignyi se aproxima al 50% de la capacidad. Cabe destacar que en los
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espermatdéforos de todas las especies examinadas se observo la presencia de una
sustancia similar a un gel transparente en el fondo de la capsula.

A partir de dichos volumenes reales de transferencia, retroactivamente pueden
sefalarse las siguientes relaciones en cada especie: a partir del volumen del
testiculo, (volumen del testiculo/volumen del eyaculado) Br. ferrugineus produce
potencialmente 14 eyaculados que serian transferidos en 14 espermatdéforos, U.
brachycentrus 6, T. elegans 5y T. dorbignyi solo 2. Sin embargo, teniendo en
cuenta el volumen almacenado en las vesiculas seminales (volumen de las
vesiculas seminales/volumen de eyaculado, ver Tabla 9), Br. ferrugineus 'y T.
dorbignyi almacenan 7 eyaculados, o sea un equivalente al volumen para rellenar

7 espermatoforos, U. brachycentrus 10, y T. elegans 8.

Fig. 24. Variacion en el volumen y tamafio de las vesiculas seminales en diferentes
machos de la Familia Bothriuridae. a) Brachistosternus ferrugineus vesiculas de similar
tamano con diferencias en el llenado total; b) Timogenes elegans, vesiculas igualmente
llenas pero con diferencias en el tamano total.
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3.4.2 Concentracidn en vesicula seminal

Los valores de cuantificacion del esperma se observan en la Tabla 10.
Analizando la concentracion almacenada en la vesicula seminal, se observa una
mayor cantidad de espermatozoides por mililitro en T. elegans. Los que menos
producen son Br. ferrugineus y T. dorbignyi. Una situacion intermedia muestra U.
brachycentrus, quien tiene un conteo ligeramente superior al de Br. ferrugineus.
En las vesiculas seminales hay una gran variacion en la concentracion de
espermatozoides en T. dorbignyi (donde el cv fue mayor, Tabla 10) y valores
similares entre Br. ferrugineus y T. elegans. Urophonius brachycentrus mostré una
variacion del 54% comparativamente la menor variacion mostrada por las
especies analizadas. La concentracion espermatica de las cuatro especies fue
estadisticamente significativa (Anova de una via F ;g = 36,98; p << 0,001). El test
a posteriori de Tukey mostro tres grupos bien diferenciados. La especie con mayor
concentracion de esperma en vesicula fue T. elegans. Por su parte, Br.
ferrugineus y U. brachycentrus tuvieron una concentracion también alta pero por

debajo de T. elegans, mientras que ésta fue muy baja en T. dorbignyi (Fig. 25).
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Fig. 25. Concentracion de espermatozoides contabilizados en la vesicula seminal y en el
espermatoforo. La concentracion de espermatozoides en vesicula seminal se obtuvo para
las cuatro especies analizadas. Los valores de concentracién espermatica para los
espermatoforos solo se obtuvieron para las especies del género Timogenes. Las lineas
sobre las barras representan el desvio estandar.

Tabla 10. Coeficientes de variacion de la concentracion de espermatozoides en la vesicula

seminal y en el eyaculado.

Vesiculas
Especies seminales  Espermataforo
T. elegans 71% 72%
T. dorbignyi 102% 22%
U. brachycentrus 54% -
B. ferrugineus 72% -
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3.4.2.2 Concentraciéon de espermatozoides en el volumen contenido dentro

del espermatoforo de Timogenes

Timogenes elegans presentd mayor cantidad de espermatozoides en su
espermatoforo, al igual que mayor variabilidad, en comparacion a T. dorbignyi
(Tabla 10). El patrén de variabilidad del contenido del espermatoforo en T.
elegans es similar al encontrado en sus vesiculas seminales (Test-z de dos colas,
Z=0,10; p = 0,95), mientras que es mucho menor en T. dorbignyi (Test-z de dos
colas, Z=2,60; p = 0,01). Comparando con los conteos realizados en las
vesiculas seminales de ambas especies, se ve que en los espermatoforos el
eyaculado esta menos concentrado que en sus vesiculas seminales (Tabla 10).
Asi, en T. elegans y T. dorbignyi los espermatozoides contenidos en el
espermatoforo representaron el 24% y 6% de los almacenados en las vesiculas

seminales, respectivamente (Tabla 10).
3.4.3. Analisis en Timogenes elegans

El analisis de varianza de la concentracién de esperma mostré también
diferencias significativas (Anova de una via F 243y= 24; p << 0,001), en donde el
analisis a posteriori mostré similitud entre las medias de las concentraciones de
las vesiculas y testiculos pero una diferencia significativa entre la concentracion
de estos drganos y la concentracién en el espermatoforo (ver Fig. 26 a). La
concentracion de espermatozoides en cada uno de los tres sitios mostré un patron
similar al del volumen, siendo la concentraciéon de espermatozoides en el
espermatéforo menor a la concentracion medida en los otros dos érganos (Fig. 26
b). La menor variabilidad en la concentracion correspondié a la vesicula seminal.
Como se puede ver en la Fig. 27, ambas variables (volumen y concentracion)
estuvieron relacionadas, tal como se lo aprecia en la ecuacion de regresion
logaritmica, Log+o (concentracion de espermatozoides/ml) = 0,2659 + 0,7570 *
Log1o (volumen del drgano contenedor). El analisis de regresion muestra que el
Log+o volumen del érgano es un buen predictor de la concentracion de
espermatozoides (R?= 0,6614; F (124)= 49,82; p << 0,001).
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Fig. 26. Comparacion de la concentracion y el volumen de espermatozoides en testiculo,
vesicula seminal, y espermatoforo en machos de Timogenes elegans. a) Concentracion
(107/ml); b) Volumen almacenado en la vesicula seminal (ml).
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Fig. 27. Relacién entre el volumen y la concentracion de los espermatozoides de la
vesicula seminal obtenida de un grupo de valores pertenecientes a las cuatro especies
analizadas.
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3.4.4 Apareamientos sucesivos en especies del género Timogenes

Tanto el volumen seminal contenido en el espermatéforo como su concentracion
de espermatozoides no variaron significativamente entre los espermatéforos
producidos en sucesivos apareamientos en T. elegans. (Test pareado de rangos
de Wilcoxon W (eumen)= 9, P = 0,25; W (concentracion) = 3, P = 0,62, respectivamente).
Si bien los datos no son significativos desde el punto de vista estadistico, se
pueden destacar algunos detalles. Por ejemplo, la concentracion de
espermatozoides fluctué en uno a dos 6rdenes de magnitud entre el primero y el
segundo apareamiento (ej. T. elegans 01, Tabla 11). El macho T. elegans 09
(Tabla 10), por su parte realizé un apareamiento adicional, produciendo asi un
total de tres espermatoforos. En este macho los valores del volumen seminal se
mantuvieron bastante constantes, apenas disminuyendo ligeramente desde el
primer espermatdéforo al ultimo. Por el contrario, la concentracion de
espermatozoides se mantuvo similar en los dos primeros apareamientos pero
cayo drasticamente en el tercer espermatoforo. En Timogenes dorbignyi los
valores de volumen fueron disminuyendo paulatinamente, pero los valores de

recuento se mantuvieron aproximadamente estables (Tabla 11).

Tabla 11. Volumen y concentracion de espermatozoides del eyaculado en apareamientos
sucesivos en cuatro machos de Timogenes elegans y en un macho de T. dorbignyi.

Volumen Conteo

ID Apareamiento Fecha espermatoforo  espermatozoides

(mm?3) (x10”/ml)

. elegans 06 Apaream. 1 17/02/2011 1,7719 0,9375
Apaream. 2 04/03/2011 1,3863 2,6250
T s Apaream. 1 21/02/2011 0,7217 0,5625
Apaream. 2 11/03/2011 0,0433 0,0012
T. elegans 05 Apaream. 1 24/02/2011 1,6463 1,7500
Apaream. 2 11/03/2011 1,6860 3,2500
Apaream. 1 26/01/2012 0,4866 0,5625
T. elegans 09 Apaream. 2 30/01/2012 0,1103 0,4687
Apaream. 3 22/02/2012 0,2127 0,0540
Apaream. 1 08/01/2010 0,5257 4,0273
T. dorbignyi 07 Apaream.2  19/01/2010 0,2962 6,0301
Apaream. 3 08/03/2010 0,0994 5,0298
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3.4.5 Analisis intraespecifico de modelos con variables que influencian la
masa corporal, la masa testicular, el volumen vesiculary la

concentracion de esperma en los machos

La Tabla 12 resume los valores de peso de Akaike para los modelos
contemplados que analizan la influencia de diferentes variables sobre la masa
corporal, la masa testicular, el volumen vesicular y la concentracion de esperma
por especie. Los modelos con mayor peso fueron los seleccionados y sus
parametros se ven en la Tabla 13. En Br. ferrugineus los modelos seleccionados
incluyeron dos modelos, ademas otros dos modelos en donde se selecciono el
modelo nulo. En esta especie la masa testicular y el volumen de las vesiculas
seminales fue explicada por la masa corporal, y ambos modelos poseen una
relacion positiva entre el predictor y la variable respuesta con una alometria de
tipo isométrica (Test T, t35= 0,50, p = 0,62). Timogenes elegans por su parte,
mostrd en principio tres modelos con valores altos de peso de Akaike y un
modelo que si bien tuvo un peso de Akaike alto, estuvo compartido con el modelo
nulo y resultd no ser estadisticamente significativo. El peso del macho mostré
diferencias entre los distintos meses muestreados, con una media baja en
diciembre, alta en enero y moderada en febrero y marzo. Luego, la masa testicular
fue explicada de manera directa por el peso del macho mostrando también
isometria (Test T t12= 0,93, p = 0,40). El volumen de las vesiculas seminales en T.
elegans fueron explicadas de manera positiva por la masa testicular, y por ultimo,
como dijimos previamente, la concentracion de esperma en la vesicula seminal
parecia ser explicada por el afio pero la relacion no fue significativa (Tabla 13). En
el caso de la especie hermana, T. dorbignyi, los dos modelos seleccionados
tuvieron al ano de captura como predictor. Hubo diferencia significativa de la masa
testicular entre los machos capturados en 2008 y 2011, siendo la masa testicular
de los machos de 2008 mayor a la de los machos de 2011. De manera inversa, el
volumen de las vesiculas seminales, fue mayor en los machos capturados en
2011. La ultima especies analizada, U. brachycentrus, mostré una influencia de la
masa corporal sobre la masa testicular y sobre la concentracién de esperma en la
vesicula seminal. Las relaciones de las variables en ambos modelos fue positiva,
siendo isométrica en la masa testicular (Test T, t;, = 0,8870, p = 0,3925) y
presentando alometria positiva para la concentraciéon de espermatozoides en la

vesicula seminal (test T, t;, = 2,67; p = 0.02).
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Tabla 12. Analisis intraespecifico en cuatro especies de la Familia Bothriuridae. En

la

primer columna se muestra la variable respuesta, luego sus predictores y a continuacién
se detallan cada una de las cuatro especies analizadas. En cada casilla se detalla el peso

de Akaike a modo de proporcion. Ipt = logso peso testiculo; Ipm= log4, peso macho;

Ice =

logso concentracion espermatozoides; Ivv = logso volumen vesicular; mes y afio hacen

referencia a las epocas de captura; pred = predictores; v resp = variable respuesta.

V resp pred Bf Te Td Ub
Log,o masa 1 0,57 0,17 0,83 0,72
corporal mes 0,08 0,76 0,08 0,14
(Ipm) afio 0,35 0,07 008 0,14

1 0,01 0,00 0,18 0,05

I-toegsltoicmur]asra lom 09 099 003 0,92
(Ipt) mes 000 000 011 0,01

afio 000 001 068 001
1 000 001 000 040
Log1o lbm 0,99 032 000 0,12

volumen
vesicular Ipt 0,01 0,65 0,00 0,30
(Ivv) mes 0,00 0,00 0,00 0,09

afo 0,00 001 099 0,09

1 032 027 050 001

logo  |pm 0,13 015 005 0,99

concentracio 540 021 005 0,00
espermatica

S iclar W 018 010 008 000

(Ice) mes 015 001 023 0,00

afio 0,12 0,27 0,11 0,00

Tabla 13. Andlisis estadistico de los modelos seleccionados en el analisis de seleccién de
modelos (Tabla 9). Se muestran los valores de regresion para las variables predictoras

cuantitativas y los valores de analisis de varianza para las variables E)redictoras

cualitativas, no mostrando valores de pendientes, error estandar y R ajustado (Adj RZ)
para estos ultimos. Al lado del nombre de la especie se especifica entre paréntesis el
ndamero muestral. Para el valor F (F-value) se pone antes de su valor de los grados de
libertad entre paréntesis.
Especie Modelos Pendiente Error F-Value Adj R’ p
estandar
Ipt~ 1 1,16 0,32 1;35)=13,10 0,25 0,0009
B. ferrugineus (n =37) pt=ipm ’ ’ (1;35) ’ ’ ’
lvv ~ lpm 1,33 0,27  (1;35)=24,54 0,39 0,0001
Ipm ~ mes - - (3;16) = 4,77 - 0,0157
Ipt~1 1,42 0,30 1;18)=23,21 0,54 0,0001
T. elegans (n = 20) pt=ipm ’ ’ (1;18) ’ ’ ’
Ivv ~ Ipt 0,83 0,24 (1,28)=12,20 0,37 0,0026
Ice ~ afio - - (1;18)=2,71 - 0,1170
Ipt ~ af - - 1,7)=4,16 - 0,0197
T. dorbignyi (n = 9) P ar~10 (1;7)
Ivv ~ afio - - (1;7) =9,06 - 0,0000
U. brachycentrus (n =14) Ipt ~ Ipm 1,37 0,42 (1,22)=10,76 0,43 0,0070
Ice ~ Ipm 2,28 0,48  (1;12)=22,17 0,62 0,0005
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3.5 DISCUSION

3.5.1 Volumen de esperma

En este capitulo se han examinado los resultados intraespecificos de produccién
global de esperma, entendido no sélo como la produccion del testiculo sino
también el almacenaje y el eyaculado destinado para la transferencia. Estos
resultados difieren de los que se contemplaran en el capitulo siguiente, en donde
datos de las mismas estructuras son comparados entre especies de la familia
Bothriuridae. La gran mayoria de los analisis que existen se enfocan en este
ultimo tipo de analisis interepecifico, pero es importante saber previamente que
ocurre con los machos dentro de las especies analizadas. Asi, podemos destacar
ahora que, por ejemplo, en Br. ferrugineus se almacenaria una cantidad menor de
la que se produce, patron que es contrario a lo que se observo en las otras tres
especies estudiadas. En general, las vesiculas seminales en insectos son érganos
de almacenamiento que contiene volumenes mayores de esperma que los
testiculos (Chapman, 1998; Wedell y Hosken, 2010). Por cuestiones practicas y
para observar un patron general inicial, el volumen del testiculo se tomé
integralmente, pero es importante sefialar que no todo el volumen equivaldria a
esperma en sentido estricto, ya que existe tejido parenquimatico productor de
espermatozoides. Podria entonces argumentarse que el testiculo de B.
ferrugineus podria tener mayor tejido parenquimatico, lo que resultaria en que el
testiculo se mas grande que el de las demas especies. Lamentablemente no se
han podido analizar cortes transversales de los testiculos para poder afirmar esta
posibilidad.

En cuanto a los volumenes de almacenamiento, se encontré que se pueden
llegar a almacenar el equivalente a 10 eyaculados en la vesicula seminal. En
vertebrados, por ejemplo, Mgller (1989) sugiere que las reservas almacenan 20
eyaculados independientemente del tamarfio del cuerpo. En el caso del contenido
del espermatoforo, es interesante que el volumen de esperma se encuentra por
debajo del potencial de almacenamiento de la capsula. La sustancia transparente,
similar a un gel, que esta por debajo del semen en la capsula, raramente sale al
exterior durante la transferencia espermatica. Sin embargo, presionando
artificialmente al espermatoforo se puede forzar la salida. Aparentemente esta
sustancia serviria para ayudar a evertir la gota de esperma cuando se acciona el
espermatoforo (Francke, 1979; Peretti, 2003). Alternativamente y teniendo en

cuenta que en muchas especies las hembras consumen el espermatoforo luego
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de la transferencia espermatica, esta sustancia gelatinosa podria ser comparable
al espermatofilax, un regalo nupcial que los machos entregan en algunas especies
de insectos (ej. Wedell, 1993; Vahed et al., 2011). En estas especies el tamario
del espermatofilax esta directamente relacionado con el volumen de eyaculado

que la hembra recibe.
3.5.2 Concentracion de espermatozoides

Por primera vez se documentan los valores de concentracion de
espermatozoides en escorpiones, los cuales estan en el orden de 10’
espermatozoides por mililitro de solucidn, tanto en las vesiculas seminales como
en el espermatoforo. En la Tabla 14 se compara la concentracion de esperma de
organos de almacenamiento y de espermatoéforos en diferentes grupos animales.
dentro de esta pequefia revision en otros organismos (Tabla 14), los valores
encontrados en escorpiones se ubican entre las especies con grandes valores en
el reservorio del macho, doblando por ejemplo, el orden de magnitud de la especie
con menor concentracion (Bucculatrix ainsliella, Lepidoptera, Lyonetiidae) de la
revision. En esta comparacion, los valores de concentracion de eyaculado casi
que triplican los de la especie con menor concentracion, aunque se encuentran
cercanos a los valores intermedios (Tabla 14).

Dentro de los escorpiones analizados, el esperma en la vesicula seminal de T.
elegans es mas concentrado que el del resto de las tres especies analizadas. Por
el contrario, T dorbignyi presentd las vesiculas seminales con menor
concentracion de espermatozoides. Desde una perspectiva funcional, estas
diferencias podrian estar relacionadas con el efecto de “dilucion” que
experimentan las especies con grandes volumenes corporales en comparacion
con aquéllas mas pequefias (Brody, 1945; Peters, 1983; Calder, 1984; Short,
1981). Es asi que, como el tamafio del espermatozoide individual es relativamente
constante, los animales grandes tienen que producir mayor nimero de
espermatozoides que los organismos pequefios debido al incremento en el
volumen del tracto reproductivo femenino, que es en donde el eyaculado se
distribuye (Short, 1981). Este aumento del numero de espermatozoides
producidos para contrarrestar este efecto de dilucion, puede quiza ser la causa de
la mayor concentracion de espermatozoides en T. elegans comparativamente con

T. dorbigyi.
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Tabla 14. Cuadro resumiendo diferentes articulos en donde se citan el valores de
concentracion de espermatozoides en zonas de almacenamiento y de eyaculado. En
negrita se resaltan las especies analizadas en el presente trabajo.

Conteo de
Especies esperma Sitio Referencia
B ainsliella 9,00E+03 Vesicula seminal Swallow y Wilkinson, 2002
F casta 1,74E+04 Vesicula seminal Swallow y Wilkinson, 2002
P acerifoliella 1,91E+04 Vesicula seminal Swallow y Wilkinson, 2002
A pomelaria 2,00E+04 Vesicula seminal Swallow y Wilkinson, 2002
A thuiella 2,45E+04 Vesicula seminal Swallow y Wilkinson, 2002
T. yuccasella 2,54E+04 Vesicula seminal Swallow y Wilkinson, 2002
H. behrensi 1,25E+05 Vesicula seminal Swallow y Wilkinson, 2002
P. polyxenes 4,37E+05 Vesicula seminal Swallow y Wilkinson, 2002
S. virginica 5,26E+05 Vesicula seminal Swallow y Wilkinson, 2002
C. russula 1,70E+06 Cauda del epididimo Parapanov et al., 2009
M. sexta 2,40E+06 Vesicula seminal Swallow y Wilkinson, 2002
S. murinus 3,30E+06 Cauda del epididimo Parapanov et al., 2009
T. dorbignyi 9,73E+06 Vesicula seminal Trabajo actual
P. modesta 1,03E+07 Vesicula seminal Swallow y Wilkinson, 2002
S. araneus 1,32E+07 Cauda del epididimo Parapanov et al., 2009
N. fodiens 3,01E+07 Cauda del epididimo Parapanov et al., 2009
Br. ferrugineus 3,34E+07 Vesicula seminal Trabajo actual
U. brachycentrus 4,37E+07 Vesicula seminal Trabajo actual
T. elegans 1,32E+08 Vesicula seminal Trabajo actual
H. sapiens 4,40E+08 Reserva de esperma Mgller, 1989
R. novegicus 7,00E+08 Reserva de esperma Mgller, 1989
M. auratus 1,20E+09 Reserva de esperma Mgller, 1989
O. cuniculus 2,20E+09 Reserva de esperma Mgller, 1989
M. mulatta 1,30E+10 Reserva de esperma Mgller, 1989
B. taurus 6,90E+10 Reserva de esperma Mgller, 1989
E. caballus 7,70E+10 Reserva de esperma Mgller, 1989
O. aries 1,65E+11 Reserva de esperma Mgller, 1989
S. scrofa 1,85E+11 Reserva de esperma Mgller, 1989
A. fusca 6,24E+02 Espermatoforo Dallai et al., 2009
O. villosa 1,72E+03 Espermatoforo Dallai et al., 2010
D. subobscura 5,00E+03 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
D. pseudoobscura 2,50E+04 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
S. becarri 2,59E+04 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
D. apicalis 2,98E+04 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
T. quadriguttata 3,29E+04 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
D. fumipennis 3,84E+04 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
C. whitei 5,45E+04 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
P. napi 5,70E+04 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
S. brevicornis 5,79E+04 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
C. whitei 7,10E+04 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
C. quinguegulttata 9,66E+04 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
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Conteo de

Especies esperma Sitio Referencia
P. possypiella 1,06E+05 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
E. kuehniella 1,26E+05 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
C. dalmanni 1,33E+05 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
P. rapae 1,35E+05 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
P. interpunctella 1,38E+05 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
T. ni 1,78E+05 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
H. virescens 1,81E+05 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
P. separata 2,94E+05 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
L. pseudaryia 5,02E+05 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
L. dispar 5,11E+05 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
T. dorbignyi 5,73E+05 Espermatoforo Trabajo actual
S. litura 1,05E+06 Espermatoforo Swallow y Wilkinson, 2002
T. elegans 3,13E+07 Espermatoforo Trabajo actual
R. novegicus 4,40E+07 Eyaculado Mgller, 1989
Leung-Trujillo y Lawrence,
P. vannamei 5,21E+07 Espermatoforo 1991
M.auratus 6,80E+07 Eyaculado Mgller, 1989
O. cuniculus 7,30E+07 Eyaculado Mgller, 1989
Leung-Trujillo y Lawrence,
P. setiferus 8,34E+07 Espermatoforo 1991
Leung-Truijillo y Lawrence,
P. stylirostris 2,11E+08 Espermatoforo 1991.
H. sapiens 2,25E+08 Eyaculado Mgller, 1989
M. mulatta 1,18E+09 Eyaculado Mgller, 1989
O. aries 1,74E+09 Eyaculado Mgller, 1989
E. caballus 8,40E+09 Eyaculado Mgller, 1989
B. taurus 9,60E+09 Eyaculado Mgller, 1989
S. scrofa 7,80E+10 Eyaculado Mgller, 1989

Los resultados muestran que el eyaculado en el espermatoforo se diluye con
respecto a la vesicula seminal en las especies de Timogenes. Los espermatéforos
son sitios con alto grado de estrés para los espermatozoides y quiza la dilucién del
eyaculado mejore la viabilidad y el tiempo de mantenimiento de los
espermatozoides, agregando mayor proporcion de liquido seminal (den-Boer et
al., 2008).

En Timogenes no se observo una disminucion significativa del volumen y
concentracion de esperma del espermatéforo en sucesivos apareamientos,
descartando asi la existencia de agotamiento de esperma (sperm depletion Mgaller,
1991; Lombardo et al., 2002; Lombardo et al., 2004; Sato et al., 2005; Birkhead et
al., 2009; Michalik y Rittschof, 2011; ), al menos entre dos secuencias de
apareamiento. Ademas, se piensa que en escorpiones la produccion de

espermatozoides seria continua, al contrario de lo que ocurre por ejemplo en otros
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aracnidos (Michalik y Richtsoff, 2011 [arafias], Punzo, 1998 [Solifugos]). Estos
datos en escorpiones no se condicen con datos existentes en lepiddptera, donde
se observa que el volumen de esperma decrece exponencialmente en los
sucesivos apareamientos (ver Royer y McNeil, 1993). En escorpiones, no hay
seguridad de cuantos espermatoforos llega a producir un macho durante su vida
en la naturaleza (Polis y Sissom, 1990; Peretti, 1993). Sin embargo, en algunas
especies se sabe que salen pocas noches durante la temporada reproductiva en
busca de hembras (Polis, 1990; M. Nime, observaciones personales). Esto, al
menos, sugeriria que el numero de apareamientos sucesivos no llegarian a ser

tantos como para que exista un agotamiento de las reservas de esperma.
3.5.3 Influencia de variables sobre la produccién espermatica

La masa corporal en T. elegans, se vio influenciada por el mes de captura de los
individuos. Los resultados sugieren que, a principio de la temporada reproductiva
(Diciembre) se encontrarian individuos de masas corporales menores, en enero
aparecen individuos mayores y el promedio de tamafo aumenta. Para
estabilizarse en los periodos de febrero-marzo. Quiza esta sea una estrategia de
los machos pequefios que aparecen bien empezada la temporada reproductiva
para poder arrebatarle algun apareamiento a los machos de mayor tamafio
(Mattoni y Peretti comunicacién personal).

La masa testicular se vio influenciada por la masa corporal en tres de las cuatro
especies analizadas y el crecimiento de la masa testicular seria isométrico y la
masa testicular creceria de forma proporcional a la masa corporal. La excepcién a
este patrén la presentd U. brachycentrus cuya masa testicular se vio influenciada
por el afio de captura de los ejemplares. Segun los datos, los machos presentaron
masas testiculares mayores en 2008 comparado con 2011. Segun analisis
comparativos en diferentes especies, la masa testicular estaria bajo una fuerte
presion de seleccion, sobre todo en especies donde la competencia espermatica
es similar a una rifa. Por ello cabria esperar que el crecimiento de la masa
testicular fuera alométrico positivo como ocurre con otras estructuras bajo presion
de seleccion sexual (Eberhard, 2009 [Genitalia]). En otros artropodos como
Scathophaga stercoraria (Diptera, Scathophagidae) no se ha encontrado una
relacion entre la medida del cuerpo y de los testiculos (Ward y Simmons, 1991).
La mayoria de los trabajos que comparan estas dos variables se han realizado a

lo largo de un gran nimero de especies y son de caracter comparativo (Kenagy y

113



Trombulak, 1986; Gage y Freckleton, 2003; Mgller y Briskie, 1995; Hosken, 1997).
Para escorpiones, este tipo de analisis se realizara en el proximo capitulo.

El volumen de las vesiculas seminales solo fue influenciado por la masa corporal
en Br. Ferrugineus. El volumen de las vesiculas seminales aumenta
proporcionalmente al aumento de la masa corporal del macho. Timogenes
elegans, por su parte, tuvo a la masa testicular como predictor del volumen de las
vesiculas seminales lo que sugiere que en esta especie, testiculos mayores estan
asociados a vesiculas seminales mayores. El volumen de las vesiculas seminales
en T. dorbignyi fue afectado por el afio de captura de los ejemplares (2008 y
2011). Asi se observo que, comparando ambos afios, el volumen de las vesiculas
seminales fue menor en 2008. Si tomamos en cuenta que la masa testicular
también se vio afectada por el afio en esta especie, se observa que los machos en
2008 presentan testiculos mayores y volumenes menores de vesiculas seminales,
contrariamente a lo que ocurrié en 2011. Quiza los machos pueden optar por
diferentes estrategias segun el clima, o algun parametro poblacional como la
proporcion de sexos o el riesgo de competencia espermatica. Segun los datos
estadisticos del tiempo para cada uno de los afios tomados por la estacion
meteoroldgica 876480 (SAZD) localizada en villa Dolores una localidad cercana a
la zona de colecta de estos individuos, el afio 2008 fue un afio mas humedo con
una precipitacion total acumulada anual de 952,46 mm comparado con los 744,43
mm computados para 2011
(http://www.tutiempo.net/clima/Dolores_Aerodrome/2008/876480.htm). Esto quiza
influy6 en la abundancia de presas y favorecié una mayor condicién de los
machos que optaron por una tactica de gran produccion y poco almacenaje.

La concentracion de esperma en la vesiculas seminales aumenta de forma
alométrica y positiva en U. brachycentrus, 1o que sugiere que el volumen de las
vesiculas seminales crece de forma desproporcionada con respecto a la masa
corporal y por ende individuos de mayor tamano tendran comparativamente
vesiculas seminales con un volumen desproporcionadamente mayor que las
especies mas pequenas (Reiss, 1991; Eberhard, 2009).

Hasta aqui se ha dado una imagen general de lo que ocurre con las variables de
produccién espermatica en sentido amplio. En los siguientes capitulos se
utilizaran estas mismas variables para analizar el efecto que tendrian tanto el
tamario corporal como el riesgo de competencia espermatica sobre las variables
de produccion, almacenamiento y transferencia de esperma, enfocado a nivel
inter-especifico y teniendo en cuenta las relaciones filogenéticas de los grupos

analizados.
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4 ANALISIS COMPARATIVO INTERESPECIFICO DE
VARIABLES ESPERMATICAS Y SU RELACION CON
PATRONES DE ALOMETRIA

4.1 INTRODUCCION

Los analisis alométricos de sistemas de 6rganos reproductivos proveen una
descripcion matematica de los cambios relativos en tamafio de la estructura con
respecto al tamano del cuerpo (Woodall y Johnstone, 1988). Los analisis
alométricos en general constan de dos variables relacionadas con el tamafio, una
de las variables es en general un caracter morfolégico de interés, pero puede
también ser un caracter fisioldgico o ecolégico del organismo (Schmidt-Nielsen,
1984). La otra variable es una medida del tamafio corporal. Ambas medidas estan
correlacionadas y la ecuacion alométrica tiene una forma potencial, con el valor de
la variable predictora elevado al exponente beta (Reiss, 1991). Despejando el
logaritmo de la ecuacién se obtiene una ecuacién logaritmica, lo cual permite
linealizar la ecuacion potencial y analizar la pendiente beta. El tipo de alometria
que presenta el caracter analizado esta en funcion de dicha pendiente. Asi, con
una pendiente de 1 se obtiene una relacion alométrica que se denomina isometria,
e indica que la estructura tiene el mismo tamafo proporcional en individuos de
diferentes tamafos, o que la estructura y el cuerpo del animal crecen a la misma
tasa. Por otro lado, (Eberhard, 2009) una pendiente mayor a 1, muestra alometria
positiva, indicando que los individuos de mayor estructura corporal muestran
caracteres mas grandes comparado con los individuos mas pequenos, el caracter
crece a una tasa mayor que la estructura corporal. Asi mismo, una pendiente
menor a la unidad se denomina alometria negativa e indica que la estructura es
desproporcionadamente mayor en individuos mas pequenos, o que la estructura
crece a una tasa menor que el cuerpo. No se debe confundirse este ultimo tipo de
alometria, con la alometria inversa, que hace referencia a una pendiente menor a
la unidad y con un valor negativo (Reiss, 1991). Los caracteres que sufren
seleccion sexual a menudo muestran una alometria positiva (Petrie, 1988, 1992;
Green, 1992; Simmons y Tomkins, 1996; Knell et al., 2004) y muestran diferentes
grados de variacion fenotipica como resultado de la seleccion sexual direccional
(Pomiankowski y Mgller, 1995). Si bien la alometria positiva aparece en caracteres
bajo seleccion sexual direccional, una excepcion es la genitalia de insectos en

donde frecuentemente se observa alometria negativa (Eberhard et al., 1998;
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Hosken y Stockley, 2004). Otras estructuras corporales muestran valores que se
aproximan a la unidad (Eberhard, 2009).

Dentro de los caracteres relacionados con la reproduccion, los testiculos son uno
de los mas estudiados después de la genitalia masculina. Se ha demostrado que
en general los testiculos de las diferentes especies varian tanto intra-
especificamente como inter-especificamente. Esta variacion puede estar ligada a
un gran numero de explicaciones e hipotesis dentro de las que se encuentran la
competencia espermatica y la tasa de cépula de los machos como las hipétesis
mas sugeridas (Vahed y Parker, 2012). Kenagy y Trombulak (1986) realizaron un
detallado trabajo recopilando datos de una gran cantidad de mamiferos y
analizando la relacién alométrica entre la masa testicular y el tamafio del macho.
En dicho trabajo, todos los mamiferos analizados juntos, mostraron un valor
ligeramente inferior al de isometria y luego este patrén se reflejo nuevamente con
diferentes grupos de los datos, exceptuando algunos pocos casos como el de los
animales muy grandes.

En lo que respecta, no son comunes los trabajos que hablen del comportamiento
alométrico de otros 6rganos reproductivos como por ejemplo vesiculas seminales
(u 6rganos equivalentes), ni tampoco analisis de volimenes de transferencia de
esperma. En su lugar existen analisis de tamanos vesiculares absolutos y relativos
y algunos pocos reportes de volumen de transferencia, sobre todo ligado a lo que
el macho destina en eyaculado en relacién con la estrategia reproductiva que
muestre, denominado sperm allocation. Por el contrario, Los estudios de este tipo
en donde se analizan el peso o el tamario de los testiculos son muy comunes en
una gran variedad de organismos desde invertebrados hasta vertebrados.

El presente capitulo presenta un analisis interepecifico, en escorpiones de la
familia Bothriuridae. El analisis de los érganos reproductivos masculinos en
escorpiones es novedoso y no existen hasta el momento trabajos que muestren
valores de estas estructuras. Lamentablemente no se han hecho avances en la
descripcion del tamafio o peso de los érganos de almacenamiento y trasferencia
ni de su relacion con el tamafio. Para llevar a cabo este analisis se tomaron 8
especies emparentadas de escorpiones y se realizé una descripcién de los
valores de cada uno de los 6rganos analizados y luego se hizo un analisis de la
relacion de estos valores con los valores de tamano corporal dentro de un marco

filogenético.
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4.2 OBJETIVOS

4.2.1 Generales

Analizar la produccion, almacenamiento y transferencia de forma absoluta y
relativa de esperma en sus respectivos 6rganos, su alometria y también la
variabilidad espermatica en especies seleccionadas de la familia Bothriuridae

dentro de un marco filogenético.
4.2.2 Objetivos especificos

1. Describir los valores testiculares, de la vesicula seminal y de la capsula
del espermatoforo en especies seleccionadas de la familia Bothriuridae;

2. Analizar la influencia del tamafio del organismo sobre cada érgano
reproductivo y el tipo de crecimiento alométrico en estas especies;

3. Analizar el largo de los espermatozoides y su variabilidad en especies de
la familia Bothriuridae;

4. Evaluar la relacion entre los valores de cada uno de los 6rganos

estudiados en estas especies de escorpiones.
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4.3 MATERIALES Y METODOS

4.3.1 Especies analizadas

Se tomaron machos adultos de ocho especies de la familia Bothriuridae. Esta
seleccion se hizo en base facilidad de colecta, ya que era necesario usar tejidos
frescos para los analisis. Adicionalmente, la seleccion también tuvo en cuenta
contar con una base previa de conocimiento de la biologia reproductiva de ellas
(Peretti, 1993, 2003, 2010); varias de ellas ya fueron utilizadas en estudios
volcados en los capitulos anteriores. Los machos utilizados pertenecieron a las
siguientes especies, citadas junto al sitio de colecta y al nimero de individuos
analizados entre paréntesis: Bothriurus bonariensis Mendiolaza, Cérdoba (N = 11);
Bothriurus cordubensis, Villa Berna, Cérdoba, (N = 6); Bothriurus rochensis,
Piedras de Afilar, Montevideo, Uruguay, (N = 10); Brachistosternus ferrugineus,
Reserva Provincial Chancani, Cérdoba, Argentina, Luz ultravioleta (N = 18);
Brachistosternus pentheri, Reserva Provincial Chancani, Cordoba, , (N = 6);
Timogenes dorbignyi, Reserva provincial Chancani, Cérdoba (N=9); Timogenes
elegans, Reserva Provincial Chancani, Cérdoba, (N = 19); Urophonius
brachycentrus, Tanti, Cordoba, (N = 9). Todas las especies fueron capturadas en
campanas de muestreo entre los afios 2009 y 2012. En el laboratorio, los
individuos se mantuvieron en recipientes de plastico individuales de 8 cm x 10 cm
(Alto x diametro) conteniendo un algodén humedo como fuente de agua y se

alimentaron con larvas de Tenebrio molitor (Insecta, Coleoptera) cada 15 dias.

4.3.2 Variables registradas.

Se analizaron un total de siete variables: masa corporal, la masa testicular, el
largo del espermatozoide, dos variables de variabilidad del largo del
espermatozoide, una fué la variacion intra-especifica y la otra la variacion inter-
especifica, el volumen de las vesiculas seminales, el volumen potencial de la
capsula del espermatéforo. Estas medidas seran nuevamente analizadas en el
préximo capitulo. Ademas, se obtuvieron los valores de volumen testicular, peso
de la vesicula seminal y peso del volumen de esperma contenido en la capsula del
espermatoforo, para asi contar con medidas equivalentes en todos sitios del
aparato reproductor. Los pesos de los 6rganos del aparato reproductivo y del

volumen de la capsula del espermatoforo se obtuvieron en este capitulo para

118



poder tener medidas relativas a la masa corporal del macho y no fueron

mayormente analizadas en el apartado anterior.
4.3.2.1 Obtencion de la masa corporal

Para calcular la masa corporal de los machos, cada individuo fue primero sedado
con éter etilico. Posteriormente, una vez inmdviles, los individuos eran pesados en
una microbalanza (Ohaus Pioneer PA114) a una precision de 0,0001 g.
Finalmente, los machos fueron expuestos a una sobredosis de éter para

sacrificarlos a los fines de extraer los érganos reproductivos.
4.3.2.2 Extraccion y medicion de los testiculos

Para la obtencion de la masa testicular y el volumen testicular en las especies
analizadas en este capitulo, se siguieron los lineamientos metodolégicos utilizados
a los mismos fines en el Capitulo 3, apartado 3.3.2.1. Ambas variables estan
altamente correlacionadas (R*= 0,96, F = 7139,28, p << 0,001).

En el presente apartado se obtuvieron también valores relativos (relacion masa
testicular-corporal) para poder comparar entre especies de escorpiones y otros
grupos de artropodos. Luego de una exhaustiva revision de la literatura existente,
se decidi6 el uso de relaciones de tamafos expresadas como porcentajes.
Basicamente, se utilizo el indice gonodosomatico (GSI, por sus siglas en inglés)
(Olsson y Madsen 1998). Este indice se obtiene de la siguiente manera y se
expresa como porcentaje: GSI = MG/MC*100, en donde MG es la masa del
organo en cuestion y MC es la masa corporal. En el caso del testiculo se expreso
como indice testiculo somatico (TSI). Para el volumen testicular solo se obtuvieron

valores absolutos y se analizo la relacion entre ambas variables de testiculo.
4.3.2.3 Extraccion y medicion de las vesiculas seminales

El peso y el volumen de las vesiculas seminales se obtuvieron segun la
metodologia mencionada en el Capitulo 3, apartado 3.3.2.2. El volumen y la masa
de la vesicula seminal se comportaron de manera muy similar ya que estan
correlacionadas entre si (R?= 0,77, F = 24,17, p = 0,0027). Tal y como se procedi6
en el aparatado anterior para los testiculos. Ya obtenido el peso de la vesicula, se
procedié a calcular el indice Vesiculo Somatico (VSI) y el volumen vesicular fue

tomado de forma absoluta.

4.3.2.4 Obtencion y medicién de Espermatozoides
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4.3.2.4.1 Largo total del espermatozoide

Los paquetes espermaticos se obtuvieron siguiendo la metodologia citada en el
Capitulo 1, apartado 1.3.2. Luego, los preparados se realizaron, fotografiaron y
midieron teniendo en cuenta el apartado 1.3.3. El largo total de los
espermatozoides (le) en micrometros, se midié de forma indirecta como el largo
de los paquetes espermaticos. Primero se tomo un valor promedio de largo de
paquete espermatico por macho (N = 10 paquetes espermaticos por individuo
analizado) y luego se tomé un valor medio por especie utilizando los valores cada
macho analizado por especie. El paquete espermético resulté ser una medida
confiable del largo de los espermatozoides y ambas medidas correlacionan entre
si (Peretti, 2010).

4.3.2.4.2 Andlisis de variabilidad del largo del espermatozoide

Se realiz6 un analisis de la variabilidad del largo de los espermatozoides
contenidos en el eyaculado de un mismo macho (“intra-individual”) y entre los
eyaculados de diferentes machos (“inter-individual”), siguiendo los trabajos de
Kleven et al. (2008), Lifjeld et al. (2010), Helfenstein et al. (2008) y Lipold et al.
(2009). Para obtener la variacion del largo de espermatozoide intramacho (cvwm),
se midieron 10 paquetes espermaticos en 10 individuos por especie. Con cada
uno de los 10 valores de largo de paquete espermatico se obtuvo un coeficiente
de variacion de la forma CV = SD/Media del largo total del paquete. Se obtuvieron
asi 10 valores de coeficiente de variacion (CV), uno por cada individuo analizado.
El valor de la variabilidad intra-individual (cvwm) se obtuvo calculando un
promedio de los 10 coeficientes de variacion obtenidos a partir de los 10 machos
analizados. En cambio, para obtener el valor de la variabilidad inter-individual, se
calculd un coeficiente de variacion con esos 10 valores de coeficiente de variacion

obtenido de los 10 machos que mencionamos al principio de este apartado.
4.3.2.5 Obtencion y medicion de la capsula del espermatéforo

Estos datos se obtuvieron de espermatoforos conservados, en los cuales se
tomaron medidas de area y ancho de la capsula del espermatéforo para poder
estimar un volumen de esperma que se almacena. Se tomaron, segun
disponibilidad, entre uno y tres machos de cada una de las ocho especies
analizadas. Se obtuvieron asi los pesos de la gota de esperma del espermatoforo
mediante experiencias de laboratorio. En primer lugar el espermatoforo en su

estado pre-inseminacion era pesado, para luego, mediante accién manual (ver
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item 2.3.2.4 del Capitulo 2), poder extraer el esperma que contenia. Una vez
extraido el esperma, se pesaba nuevamente el espermatoforo. Se restaba asi el
peso antes de usar menos el peso después de usar, valor equivalente al peso del
esperma contenido (pe) en aquél. Este valor de masa se utilizé para obtener el
indice Espermato Somatico (ESI). Como los datos de espermatéforo frescos no
estaban para todos los individuos a analizar como ocurre para Timogenes, se
accionaron algunos espermatéforos conservados para obtener un estimativo del

peso del volumen de esperma contenido.

4.3.3 Influencia del tamano corporal. Evaluacion del efecto alométrico y

relaciones entre variables

Para analizar el efecto alométrico de la masa corporal como posible predictor de
las masas de los testiculos, vesiculas seminales y capsula del espermatoforo, asi
como del largo de los espermatozoides, todos los valores fueron transformados en
logaritmo,o para normalizar su distribucion (Test de Normalidad de Shapiro-Wilks:
Log10 masa corporal (Ipm) w = 0,9678, p = 0,8801, Ipt w = 0,8888, p = 0,2282, Ivv
w = 0,9511, p = 0,7224, Ive w = 0,9285, p = 0,5022, lle w = 0,8954, p = 0,2626).
Las variables correspondientes a los coeficientes de variacion eran ya normales
sin transformacion (cvwm w = 0,8493, p = 0,0936; cvbm w = 0,9066, p = 0,3304).
Luego se realizd una regresion lineal simple entre la variable respuesta y la masa
corporal como predictor, obteniendo la ecuacion logaritmica de la forma Logqo (y) =
Logio(a) + b * Logo(x). De esta ecuacion logaritmica se obtuvo la relacion
alométrica (Harvey y Pagel, 1991), también llamada ecuacion alométrica (Reiss,
1991), de la forma y = a* x°, en donde la variable “y” es cualquiera de las cuatro
variables respuesta, “a” es la ordenada al origen, “x” es el predictor (en el peso del
macho), en tanto que “b” es la pendiente de la ecuacion logaritmica y el
coeficiente de alometria en la ecuacion potencial.

Para evaluar relaciones entre las variables de produccion, almacenamiento, y
transferencia espermatica se utilizé la masa testicular, el volumen vesicular y del
espermatoforo. Se exploraron dos modelos: Ivv ~ Ipt, Ive ~ Ipt + Ivv.

Teniendo en cuenta un posible efecto del reducido tamano de la muestra, se
utilizaron analisis de modelos lineales con permutaciones para corroborar la
significancia de los modelos testeados, y ambos analisis (tanto el modelo lineal
con minimos cuadrados y el modelo lineal con permutaciones) arrojaron los

mismos resultados.
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4.3.4. Control filogenético

Las especies pueden compartir valores de caracteres como resultado de
ancestria comun en vez de evolucionar de forma independiente (Felsenstein,
1985; Harvey y Pagel, 1991). Debido a esta falta de independencia, las
regresiones se realizaron usando cuadrados minimos generalizados (GLS) (Kariya
y Kurata, 2004) en un marco filogenético (pGLS) (Freckleton et al., 2002). Este
método estima un parametro escalar filogenético lambda (A), que representa la
transformacion que hace que los datos encajen en un modelo evolutivo de
movimiento Browniano. Si el valor de A esta cercano a 0, las variables tienen
muchas chances de haber evolucionado independientemente de la filogenia,
mientras que si los valores de A son cercanos a 1 indica una fuerte asociacion
filogenética de las variables. Como ventaja, GLS permite un grado variable de
control filogenético de acuerdo con cada modelo testeado, justificando las
diferencias en el nivel de asociacion filogenética entre rasgos diferentes. La
estimacion de los valores de lambda y los analisis de GLS se realizaron utilizando
un codigo escrito por R. Freckleton para el paquete de analisis estadistico R
v.2.15.1 (R Core Group, 2012) y los valores de maxima verosimilitud de lambda se
compararon con modelos con lambda =1 y lambda = 0. Al igual que en el Capitulo
1, la filogenia usada fue construida en base a diferentes hipotesis filogenéticas
actuales disponibles para la familia Bothriuridae (Mattoni, 2003; Mattoni y Prendini,
2007), (Fig. 28). Los largos de las ramas se asumieron iguales, contemplando un
modelo de evolucién puntuado.

Como no se encontré un efecto filogenético en ninguno de los modelos
analizados (los valores de lambda de los andlisis en ningun caso fueron
estadisticamente cercanos ni a cero ni a uno), se tomaron los puntos como
independientes y los resultados no difieren si son ejecutados con o sin control

filogenético.
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Fig. 28. Valores de indice gonodosomatico en cada una de las especies que se
encuentran agrupadas segun la filogenia.

4.4 RESULTADOS

4.4.1 Analisis descriptivo y efecto alométrico
4.4.1.1 Andlisis descriptivo de la masa testicular y relacion alométrica

Los tamafios corporales de las especies analizadas muestran una gran variacion
interespecifica. La especie de mayor tamafo es T elegans seguida por B.
bonariensis y Br. pentheri. Las otras cinco especies tienen tamarios
aproximadamente similares. Los datos estan resumidos en la Fig. 29 a y la Tabla
15.

La masa testicular, tanto absoluta como relativa, vari6 marcadamente entre las
especies (Tabla 15 a. absoluto y b. relativo; Fig. 28 relativo, Fig. 29 b absoluto).
Hubo un orden de magnitud de diferencia entre la especie con el menor valor de
masa testicular absoluta y la especie con mayor masa testicular absoluta (1,6
1,Amg en T. dorbignyiy 16,30 + 4,5 mg en Br. pentheri). El promedio de la masa
testicular absoluta en el grupo de las ocho especies analizadas fue de 8,4 + 5,0
mg. Dos de ellas mostraron una baja masa testicular absoluta (T. dorbigyi y T.
elegans) y otras dos mostraron valores altos dentro del set de datos (Br. pentheriy
B. bonatriensis). El resto de las especies mostré valores medios. U. brachycentrus,
la especie con tapon genital copulatorio, mostré una masa testicular de 3,2 + 1,4

mg, el doble del valor de masa testicular encontrada en T. dorbignyi. T. elegans,
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por su parte, tuvo una masa testicular absoluta realmente baja comparada con
especies con tamafos corporales grandes como B. bonariensis o Br. pentheri. Asi,
tomando el indice testiculosomatico, como medida relativa del testiculo, se
observo que B. cordubensis presentd una relacién mayor entre la masa testicular
y la masa corporal comparado con las otras especies (Fig. 28). Lo contrario
sucedio en ambas especies de Timogenes, quienes mostraron un porcentaje bajo
(Fig. 28, Tabla 15 c).

La relacion existente entre la masa testicular y la masa corporal no fue
significativa. En efecto, el coeficiente de alometria fue positivo y menor a 1, lo que
podria indicar alometria negativa, pero ésta pendiente no difirid significativamente
de cero (Fig. 30 a; Tabla 16). Tampoco hubo relacion alométrica significativa entre

el volumen testicular y la masa corporal (F = 1,99, p = 0,21).

W
o

=%
(o]

S

@

2]
=

W

™ 57 - o

s ; .

-~ : _ o= 407

s I [ @ S

=] AT o I 1 o &

o bl bl ° [

@ [ — = © £ a0

Q S P Q=

© s Pl - 2

(13 |—| H H H = = a

S [ ; 3 : T s e

D 0 | = i H o S;; 207

?)’ I—-—I Cw

2z Qw -

© T 8 g 3 10 i -

@a 51 = i S5 - ==  —

- | R S i i =

= i L =5 == ¢ — = = | =

0 ‘ 0 -

b Bb Bc Bf Bp Br Td Te Ub d Bb Bf Br Td Te Ub

Especies

000

Fig. 29. Valores medios sin transformar y desvios de las variables analizadas en el analisis
comparativo de las 8 especies analizadas en la familia Bothriuridae. a) Masa corporal (g);
b) Masa testicular absoluta (g); c) Largo total de los espermatozoides (um); d) Volumen
total de las vesiculas seminales (mm3).
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Tabla 15 Cuadro general con todas las medidas tomadas para el analisis comparativo por
especie en cada una de las 8 especies analizadas. La tabla fue dividida en tres (a-c) para
facilitar la lectura y para poder mostrar su totalidad. La tabla a. muestra los valores de
masa corporal, de drganos y estructuras junto al largo de los espermatozoides. La tabla b.
muestra, similarmente, los valores de volumen. Por ultimo, la tabla c. muestra valores
relativos a la masa corporal de testiculos, vesiculas y del espermatéforo, junto con los

valores de variabilidad intra-macho (cvwm) e inter-macho (cvbm) del largo de los

espermatozoides y el grado de poliandria de la especie resultado de un promedio de
machos que aceptaron copular con las hembras durante la temporada reproductiva de
cada especie. Los valores se muestran como media + desvio estandar, para los valores
que fueron promediados de valores obtenidos en muchos individuos. El volumen del
espermatoforo en algunos casos fue estimado con un solo ejemplar por lo que solo se
pusieron valores medios sin desvio.

Masa Masa Masa Largo
Especies Masa testicular vesicular espermatoforo espematozoides
corporal (g)
(mg) total (mg) (mg) (nm)
T. dorbignyi 0,43+0,17 1,60+1,10 6,53+3,26 2,77 229+ 12
T. elegans 1,55 + 0,40 7,40+3,70 11,79+4,33 5,91 241+ 16
U. brachycentrus 0,15 £ 0,03 3,20+£1,40 9,81+3,77 3,36 3019
B. rochensis 0,33+0,02 7,60+4,80 14,20+3,18 4,87 269 + 15
B. bonariensis 0,61+0,13 14,60+7,00 9,49+1,85 7,16 233 +13
Br. ferrugineus 0,27 £ 0,07 8,40+3,60 7,75+3,81 5,63 2338
Br.pentheri 0,71+ 0,17 16,30+4,50 8,24%3,36 8,36 208 + 15
B. cordubensis 0,17 £0,02 8,20+1,80 11,11+4,10 4,73 302+3
a
Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen
Especies testicular vesiculal vesicula2 vesicular Espermatéforo
(mm?) (mm?®) (mm?®) total (mm’) (mm?)
T. dorbignyi 191+1,06 165%+0,30 2,16+0,54 3,81+0,79 1,27
T. elegans 736+3,85 5,98+4,54 5,72+4,59 11,71+9,06 4,41
U. brachycentrus 3,42+1,29 4,24+251 236+1,57 6,17+2,28 1,86
B. rochensis 754+446 4,74+1,19 4,74+1,25 9,48+2,37 3,37
B. bonariensis 14,11+6,57 3,85+1,17 3,69+1,84 7,20+3,02 5,66
Br. ferrugineus 8,29+3,37 194+1,04 1,97+1,01 3,91+2,02 3,49
Br.pentheri 15,71+4,26 235+1,79 3,52+1,81 5,88+3,60 6,23
B. cordubensis 8,11+1,68 366+3,45 4,16+242 7,82+5,87 3,23

b

125



Testiculo- vesiculo- Espermato-

Especies somatic somatic  somatic Cvwm Cvbm  Poliandria
index index index

T. dorbignyi 0,37% 1,51% 0,64% 0,04 0,46 2,0
T. elegans 0,48% 0,76% 0,38% 0,02 0,37 1,5
U. brachycentrus 2,14% 6,55% 2,24% 0,05 0,26 1,0
B. rochensis 2,33% 4,35% 1,49% 0,03 0,07 2.5
B. bonariensis 2,38% 1,55% 1,17% 0,03 0,39 4,0
Br. ferrugineus 3,07% 2,83% 2,06% 0,03 0,36 2,5
Br.pentheri 2,30% 1,16% 1,18% 0,02 0,42 3,0
B. cordubensis 4,75% 6,44% 2,74% 0,02 0,18 2,5

Cc

4.4.1.2 Largo total de espermatozoides, variacion y alometria

El valor del largo de los espermatozoides vario desde 208 + 15 uym en Br.
pentheri a 302 £ 3 ym en B. cordubensis (Fig. 29 c). Urophonius brachycentrus
tuvo un valor muy cercano al de B. cordubensis; ambas presentaron los valores
mayores de largo espermatico dentro del set de datos. El resto de las especies
mostro valores similares, oscilando entre 233 a 269 ym, aproximadamente.

La ecuacion lineal logaritmica que se empled para describir la relacion alométrica
entre el largo del espermatozoide y la masa corporal fue Logy, (le) = 2,33 -0,14 *
Logio (pm) (Fig. 30 b). El coeficiente de alometria fue negativo, demostrando una
alometria de tipo inversa (Tabla 16).

Los valores de variabilidad intra-macho fueron del 2,2% en T elegans y el 4.5%
en U brachycentrus. Habiendo muchas de las especies que rondan el 2% (Tabla
15). T. dorbignyi mostré una variacion ligeramente por debajo de U. brachycentrus
(3.8%).

Los valores de variabilidad inter-macho, muestran que en B. rochensis la
variacion del largo total entre espermatozoides de diferentes machos es de un
7.2%, muy por debajo del nivel de variaciéon de las demas especies, mientras que
en T. dorbignyi es de un 46%, casi 7 veces mayor que el primero (Tabla 15).
Comparando ambos niveles de variacion (intra-macho e inter-macho), la variacion
entre machos es siempre mayor que dentro de un mismo macho, variando casi
siempre en un orden de magnitud con excepcion de B. rochensis (Tabla 15).

La relacion con la masa corporal fue negativa para la variabilidad intra-macho,

dando como resultado una alometria inversa (Fig. 30 ¢ Tabla 16). La variabilidad
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inter-macho, por su parte, no estuvo influenciada por la masa corporal de la
especie (Fig. 30 d Tabla 16).
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Fig. 30. Influencia de la masa corporal sobre diferentes variables analizadas. a) Log1g

Masa testicular; b) Log4, largo del espermatozoide; ¢) Variacion del largo del
espermatozoide intra-macho; d) variacion del largo del espermatozoide inter-macho; e)
Log,o volumen vesicular; f) Logy, volumen del espermatoforo.
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Tabla 16 Analisis de las ecuaciones alométricas con las diferentes variables contempladas
en el andlisis. Abreviaturas: Ipt = log4 peso testiculo; Ipm = logso peso macho; lle = log4g
largo espermatozoide; cvbm = variacion del largo del espermatozoide entre machos; cvwm
= variacion del largo del espermatozoide dentro de los machos; Ivv = log4o volumen
vesicular; Ive = log1 volumen espermatéforo.

Modelo Pendiente Error estandar F-Value A(A=O;A=1) AdjR2 n p

Ipt ~ Ipm 0,4923 0,3484 1,9962 0,0235xx  0,1246 8 0,2074
v ~ lpm 0,1800 0,1801 0,9993 0,3427xx  -0,0001 8 0,3561
Ive ~ Ipm 0,4518 0,2201 4,2151 0,0001 xx 0,3147 8 0,0859
lle ~ lpm -0,1373 0,0465 8,7250  0,5456xx  0,5246 8 0,0255
cvwm ~lpm  -0,0196 0,0073 7,2276 09853 xx  0,4708 8 0,0361
cvbm ~ lpm 0,2066 0,1261 2,6837 0,0001 xx 0,1939 8 10,1525

4.4.2 Volumen vesicular y volumen del espermatéforo: descripcion y

crecimiento alométrico
4.4.2.1 Volumen vesicular

En todas las especies los volumenes de ambas vesiculas seminales no variaron
significativamente (Tabla 15, Fig. 31), como lo muestra el test realizado con las
ocho especies (Test de rangos de Wilcoxon V =9, p = 0,79). Los valores de
volumen absoluto, integrando ambas vesiculas, varid notablemente entre las
especies. Por ejemplo, de 3,91 + 2,02 mm? en B. ferrugineus a 11,71 + 9,06 mm?
en T. elegans, lo que equivale aproximadamente a un incremento de 3 veces.
Considerando juntas a todas las especies, el volumen absoluto promedio fue de
10,38 + 7,11 mm?3. El valor en U. brachycentrus estuvo cercano al de B.
bonariensis (Fig. 29 d). Los valores relativos muestran que la vesicula seminal de
T. elegans es comparativamente muy pequefa al resto pero no tan distante de Br.
pentheri, T. dorbignyi y B. bonariensis (VSI, Tabla 15). En tanto que los valores
mayores se muestran en U. brachycentrus y B. cordubensis. Estos valores estan
resumidos en el Tabla 15.

Cuando se analiza la relacion alométrica de la vesicula seminal, se obtuvo una
pendiente de 0,18, es decir alometria negativa con un exponente menor a uno. Sin
embargo, Como ocurrié anteriormente con la ecuaciéon alométrica de la masa

testicular, el modelo no fue estadisticamente significativo (Tabla 16).
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Fig. 31. Muestra de la morfologia de las vesiculas seminales en algunas de las especies
analizadas de la familia Bothriuridae. a) Bothriurus bonariensis; b) Timogenes dorbignyi; c)
Timogenes elegans; d) Brachistosternus ferrugineus; e) Urophonius brachycentrus. Las
imagenes de la derecha muestran las vesiculas seminales fuera del hemiespermatéforo.
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4.4.2.2 Volumen del espermatdéforo

La capacidad de almacenamiento volumétrica total del espermatéforo mostrd
variacion entre las especies (Tabla 15). Como vimos en el capitulo anterior, este
volumen puede ser tomado como un estimativo del volumen transferido a la
hembra. Los valores oscilaron entre 1y 6 mm?®. Los valores mayores se
observaron en T. elegans y B. bonariensis, especies con masas corporales
mayores. Por el contario, los valores pequefios se registraron en T. dorbignyiy U.
brachycentrus, especies con masas corporales menores. Las relaciones se
mantuvieron cuando se tomo el valor de volumen relativo al tamafio del cuerpo del
macho, la Unica especie que cambio de posicion fue T. elegans que paso a formar
parte del lote de las especies que mostraron volimenes menores de capsula junto
a T. dorbignyiy U. brachycentrus. La especie que mas transfiere, tanto absoluta
como relativamente, es B. bonariensis, una de las especies mas poliandricas del
analisis (ver siguiente capitulo). El efecto de la masa corporal sobre el volumen
del espermatoforo fue marginalmente no significativo en el modelo usado, con un

exponente alométrico de 0,45 (Tabla 16).

4.4.3 Sintesis comparativa de la secuencia integral de produccién
espermatica y relaciéon entre los diferentes sitios ligados a la

reproduccién

Las figuras Fig. 32 y Fig. 33 resumen la ruta de produccion, almacenamiento y
transferencia en las especies analizadas de Bothriuridae, destacando la gran
heterogeneidad en los patrones observados. En primer término se observan los
valores absolutos de volumen (Fig. 32). Aqui se observa que en Timogenes'y U.
brachycentrus los volumenes absolutos de cada sitio son similares a los
correspondientes a los respectivos indices relativos (Fig. 32 a). Bothriurus
rochensis y B. cordubensis tienen volumenes altos de produccioén y
almacenamiento y un volumen bajo de transferencia (Fig. 32 a). Por ultimo, B.
bonariensis, Br. ferrugineus y Br. pentheri tienen volumenes altos de produccion y
bajos de almacenamiento y transferencia (Fig. 32 a). Comparativamente entre las
especies se observa que el volumen testicular es mayor en B. bonariensis y Br.
pentheri y menor en T. dorbignyiy U. brachycentrus (Fig. 32 b). Asi mismo, el
volumen de las vesiculas seminales es mayor en T. elegans comparativamente al

resto de las especies y es bajo en T. dorbignyiy Br. ferrugineus (Fig. 31 b). Por
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ultimo, los valores del volumen del espermatdéforo fluctian menos que los dos
sitios anteriores pero es mayor en T. elegans, B. bonariensis y Br. pentheri,
mientras que el menor valor se encuentra en T. dorbignyi seguido de U.
brachycentrus (Fig. 32 b).

En la Figura Fig. 33 se muestran los valores relativos a la masa corporal del
macho de cada una de las tres estructuras. Se observa que en cuanto al valor
relativo de las estructuras (Fig. 33 a), ambos T. dorbignyi, B. rochensis B.
cordubensis y U. brachycentrus, producen y destinan poco a la transferencia, pero
almacenan mucho. U. brachycentrus y T. dorbignyi poseen valores similares para
la produccion y transferencia, mientras que en B. cordubensis y B. rochensis los
valores de transferencia son mas bajos que los de produccién. Timogenes
elegans, por su parte, muestra valores porcentuales similares en las tres
estructuras, por lo que tanto la produccion, el almacenamiento y la transferencia
de esperma se destacan como baja para esta especie. Del resto de las especies,
B. bonatriensis y Br. pentheri tienen el mismo patrén de producir mucho y
almacenar y destinar poco a la transferencia. Br. ferrugineus, por su parte,
produce y almacena mucho pero destina poco a cada espermatoforo. Realizando
el analisis entre especies se observa que el valor relativo del testiculo es
considerablemente menor en las especies de Timogenes y es mayor en B.
bonariensis (Fig. 33 b). Un patrén similar pero no tan marcado siguen los valores
relativos del espermatoforo (Fig. 33 b). Comparativamente las diferencias son mas
marcadas en los valores de las vesiculas seminales (Fig. 33 b). Los valores fueron
notablemente altos en B. bonariensis y U. brachycentrus y en menor medida en
Br. ferrugineus (Fig. 33 b). Los valores mas bajos estuvieron nuevamente en las

especies de Timogenes y B. cordubensis y B. rochensis. (Fig. 33 b).
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Fig. 32. Comparacion de volimenes absolutos de los sitios vinculados a la ruta
espermatica. a) Comparacion entre la produccion almacenamiento y transferencia de

esperma dentro de cada una de las especies analizadas. Aqui se observa dos posibles
estrategias, una en donde se almacena mucho con valores de produccion y transferencia

bajos como el caso de T. elegans, y otra en donde se produce mucho y los valores de
almacen y transferencia estan por debajo del de produccion. b) comparacién de los
volumenes de los testiculos las vesiculas seminales y el espermatoforo entre especies.
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Fig. 33. Comparacion de valores testiculares, vesiculares y del espermatoforo, relativos a
la masa corporal. a) Indices relativos en testiculo (TSI), vesicula seminal (VSI) y
espermatoforo (ESI) en cada una de las especies analizadas. b) Comparacion de los
valores de cada indice entre las especies analizadas.

4.4.4 Relacion entre érganos reproductivos

Los valores de los parametros del analisis de relacion entre los diferentes sitios
destinados a la produccién integral de esperma estan resumidos en la Tabla 17.
Se aprecia que el volumen vesicular no se ve influenciado por el peso testicular.
Por el contrario, el volumen del espermatdéforo se ve influenciado de manera

positiva por la masa testicular pero no existe un efecto del volumen vesicular.

Tabla 17: Evaluacién de los diferentes modelos en donde se relacionan la masa testicular,
el volumen vesicular y el volumen del espermatoforo. A estadistico lambda y
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probabilidades de ser igual a cero o igual a uno, y los valores de significancia se denotan
de la siguiente manera: A Significativo: (x). Abreviaturas: Ipt = logq peso testiculo; lvv =
log4 volumen vesicular; Ive = logo volumen espermatdéforo.

Modelo Pendiente esItE;:::ar F-Value (A= 0?)\: 1) AdjR? n p
v ~ 0,9999xx 0,5091 8

lpt -1,1528  0,8855  6,2903 0,2497
lve ~ 0,9999xx 0,9777 8

lpt 0,6700  0,0561 306,5151 0,0001

lw 0,1816  0,1054  2,9691 0,1455

4.5 DISCUSION

Al igual que lo reportado para varios grupos de insectos (Simmons y Siva-Jothy,
1998; Simmons, 2001), los resultados en escorpiones revelan una amplia
variabilidad entre las respectivas masas testiculares. Entre los extremos de peso
testicular existié una variacion de aproximadamente un 10%. Esta magnitud en la
variacién de la masa testicular ha sido descripta ampliamente en otros artrépodos
(resumido en la Tabla 18). Se aprecia que las especies de Timogenes se ubican
dentro de los organismos con valores relativos bajos (menos del 1% de GSI). Sin
embargo, este valor es dos veces mayor al de la especie que presenta menor
valor de GSI de la tabla (Syngnathys typhle, Vertebrata, Pisces). Urophonius
brachycentrus, Br. pentheri, B. rochensis, B. bonariensis mostraron GSI de
alrededor de 2%, valor similar al de coledpteros del género Onthophagus y de
algunos murciélagos y peces. Br. ferrugineus, en tanto, se localiza en una posicion
media de la tabla, alrededor del 3%, junto a diferentes especies de insectos. Por
ultimo, B. cordubensis se posiciona cerca de especies de Drosophila, aunque lejos
de especies con testiculos gigantes (ej. Platycleis affinis, Tettigoniidae - casi 3
veces mayor).

Si bien el analisis de alometria testicular arrojo cierta tendencia hacia valores
negativos (valores de beta positivos e inferiores a la unidad), estos no resultaron
significativos, por lo que se concluye entonces que no hay influencia de la masa
corporal sobre la masa gonadal. En otros grupos animales se ha detectado una
clara influencia de la masa y/o tamafo corporal sobre la masa testicular. Por
ejemplo, en insectos destaca el trabajo de Gage (1994) en Lepidoptera, en donde
se ve una clara relacion alométrica de tipo positiva. Este mismo tipo de relacion
entre ambas variables se encontré en especies de Drosophila (Pitnick, 1996).
Wedell y Hosken (2010), sugieren que esta relacion esta lejos de ser universal en

insectos, y que de hecho a menudo no existe una relaciéon entre ambas variables
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(ej. Presgraves et al. 1999; Minder et al. 2005), tal y como se encontroé para
escorpiones. Un gran numero de investigaciones sugieren que en general las
pendientes alométricas suelen ser mas inclinadas en analisis intra-especificos que
en los mismos a nivel inter-especificos (Gould, 1975a; Clutton-Brock y Harvey,
1979; Feldman y McMahon, 1983; Reiss, 1991). En nuestro caso el patron se
observa pero no existiendo relacién a nivel inter-especifico. Asi, la relacion fue
isométrica, con una pendiente igual a 1 en el andlisis intra-especifico del Capitulo
3, pero no fueron diferentes de cero en el analisis inter-especifico. Reiss (1991)
argumenta que este tipo de relacion, en donde la pendiente inter-especifica es
menor a la intra-especifica, es posible y cita un ejemplo sobre la cantidad de
energia que la hembra destina a la reproduccion en funcion del tamafo corporal
en peces. Se puede sugerir que la ausencia de significancia estadistica en el
analisis alométrico realizado en escorpiones podria estar dada por la poca
cantidad de puntos analizados, pero los analisis de permutaciones sugeridos para
muestras pequefias arrojaron los mismos resultados. Asi mismo, seria importante
a futuro sumar otras especies para reafirmar el patrén visualizado.

Los valores de largo del espermatozoide no varian mucho. Se destacan, en
particular, los largos totales en B. cordubensis y U. brachycentrus. En promedio
los valores aqui registrados son similares a los citados para otras especies de
escorpiones (Jespersen y Hartwick, 1973; Vignoli et al., 2008; Michalik y Mercati,
2009). Morrow y Gage. (2000) muestran la variacién que puede existir entre los
dos tipos de espermatozoides que contienen eupyrene 110-12675 pym, apyrene
106-883 um. Comparativamente, los valores de largo total pueden ser mucho
mayores a los aqui observados en escorpiones (también referirse al Capitulo 1
para otras especies de escorpiones). Lo mismo ocurre, incluso de forma mas
marcada, al comparar con los valores reportados por Pitnick (1996) en especies
de Drosophila. En efecto, son valores cercanos a los 15000 um contra las 300
micras observadas en escorpiones. Por el contrario los largo total de
espermatozoides de los escorpiones, ligeramente superiores a los registrado en
escarabajos, entre 160 y 220 um (Baer et al. 2003). En vertebrados se observaron
valores mucho menores que en escorpiones, por ejemplo en diversas aves
(Johnson y Briskie, 1999), serpientes (Tourmente et al., 2009) y en mamiferos
(Cummins y Woodall, 1985). Sin embargo, cabe sefalar que entre los mamiferos
existe una variaciéon muy amplia, la que puede ser de hasta 12 6rdenes de
magnitud (Gage 1998).
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Tabla 18 Cuadro que resume los datos de diferentes fuentes comparando el indice
gonodosomatico (GSI) en diferentes especies. Los valores son comparados con las

especies analizadas en este trabajo y aparecen en negrita.

Organismo Grupo GSI

Syngnathys typhle Vertebrados Peces 0,0015
Epomops buettikoferi Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0019
S murinus Vertebrados mamiferos musarafias 0,0023
Fam Sygnatidae Vertebrados Peces 0,0025
Crussula Vertebrados mamiferos musarafias 0,0030
Ictalurus punctatus Vertebrados Peces 0,0030
Zebra finch Vertebrados aves 0,0031
Sus scrofa scrofa Vertebrates mammals 0,0031
T. dorbignyi Invertebrados aracnidos escorpiones 00,0037
Tilapia zilli Vertebrados Peces 0,0040
Pteropus tonganus Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0045
Oreochromis niloticus Vertebrados Peces 0,0045
Symphodus melanocercus Vertebrados Peces 0,0046
Boa constrictor occidentalis Vertebrados serpientes 0,0047
Bothrops alternatus Vertebrados serpientes 0,0047
T. elegans Invertebrados ardcnidos escorpiones 00,0048
Bothrops diporus Vertebrados serpientes 0,0052
Tridentiger trigonacephalus ~ Vertebrados Peces 0,0055
Acerodon mackloti Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0063
Oreochromis mossambicus Vertebrados Peces 0,0063
Pteropus alecto Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0064
Micropteropus pusillus Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0071
Tracurus mediterraneus Vertebrados Peces 0,0072
Dobsonia peroni Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0073
Rousettus amplexicaudatus Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0081
Pteropus giganteus Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0082
Gampsocleis glabra Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0099
Pteropus poliocephalus Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0100
Liza parsia Vertebrados Peces 0,0100
Eucalia insonstans Vertebrados Peces 0,0100
Lepomis marochirus Vertebrados Peces 0,0100
Cynopterus sphinx Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0103
Ephippiger ephippiger Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0106
Epomophorus anurus Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0113
Pteropus oeticus Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0117
Pteropus scapulatus Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0133
Eonucteris spelaea Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0133
Tripterygion delaisi Vertebrados Peces 0,0134
Macroglossus sobrinus Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0138
Steropleurus stali Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0144
N fodiens Vertebrados mamiferos musarafias 0,0150
Coregonus peled Vertebrados Peces 0,0150
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Organismo Grupo GSI

S araneus Vertebrados mamiferos musarafias 0,0156
Metrioptera roeselii Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0157
O sloanei Invertebrados insectos coledptera 0,0158
Red billed quelea Vertebrados aves 0,0158
Symphodus tinca Vertebrados Peces 0,0169
Eidolon helvum Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0169
Drosophila micromelanica Invertebrados insectos dipteros 0,0173
Liophis poecilogyrus Vertebrados serpientes 0,0177
Umbra limi Vertebrados Peces 0,0180
Macroglossus minimus Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0181
Esox lucius Vertebrados Peces 0,0200
Tilapia galilaea Vertebrados Peces 0,0200
U. brachycentrus Invertebrados aracnidos escorpiones  0,0214
O nuchicornis Invertebrados insectos coledptera 0,0218
O auruginosis Invertebrados insectos coledptera 0,0224
Br.pentheri Invertebrados aracnidos escorpiones  0,0230
B. rochensis Invertebrados aracnidos escorpiones  0,0233
B. bonariensis Invertebrados ardcnidos escorpiones  0,0238
Rousettus aegyptiacus Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0246
O nodulifer Invertebrados insectos coledptera 0,0247
O haagi Invertebrados insectos coledptera 0,0251
Onthophagus alcyonides Invertebrados insectos coledptera 0,0253
O binodis Invertebrados insectos coledptera 0,0257
Poecilimon veluchianus Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0264
O gazella Invertebrados insectos coledptera 0,0267
Tripterygion tripteronotus Vertebrados Peces 0,0267
Oreochromis aureus Vertebrados Peces 0,0270
O nigriventris Invertebrados insectos coledptera 0,0280
O cribripennis Invertebrados insectos coledptera 0,0286
O hecate Invertebrados insectos coledptera 0,0299
Poecilimon affinis Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0300
O australis Invertebrados insectos coledptera 0,0302
Br. ferrugineus Invertebrados aracnidos escorpiones 00,0307
O vermiculatus Invertebrados insectos coledptera 0,0307
O taurus Invertebrados insectos coledptera 0,0322
Antaxius pedestris Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0332
Tettigonia viridissima Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0337
Pholidoptera griseoaptera Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0339
Metrioptera brachyptera Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0340
Symphodus roissali Vertebrados Peces 0,0346
Eupholidoptera chabrieri Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0347
O fuliginosus Invertebrados insectos coledptera 0,0356
Drosophila melanica Invertebrados insectos dipteros 0,0356
Drosophila wassermani Invertebrados insectos dipteros 0,0362
Anonconotus alpinus alpinus  Invertebrados insectos tetigénidos 0,0372
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Organismo Grupo GSI

O rupicapra Invertebrados insectos coledptera 0,0397
Drosophila nannoptera Invertebrados insectos dipteros 0,0402
Waglerophis merremii Vertebrados serpientes 0,0409
Decticus verrucivorus Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0438
Yersinella raymondi Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0446
Haplonycteris fischeri Vertebrados mamiferos murciélagos  0,0450
Drosophila acanthoptera Invertebrados insectos dipteros 0,0453
Platycleis albopunctata Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0459
B. cordubensis Invertebrados aracnidos escorpiones 00,0475
Drosophila melanogaster Invertebrados insectos dipteros 0,0505
Metrioptera saussuriana Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0519
Perca flavescens Vertebrados Peces 0,0560
Drosophila mojavensis Invertebrados insectos dipteros 0,0584
Salmo trutta Vertebrados Peces 0,0600
Menidia beryllina Vertebrados Peces 0,0610
Anonconotus baracunensis Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0649
Anonconotus pusillus Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0694
Cyprinus carpio Vertebrados Peces 0,0700
Anonconotus ghilianii Invertebrados insectos tetigdnidos 0,0792
Drosophila pachea Invertebrados insectos dipteros 0,0858
Drosophila hydei Invertebrados insectos dipteros 0,0938
Drosophila eohydei Invertebrados insectos dipteros 0,0941
Salmo gairdneri Vertebrados Peces 0,1000
Drosophila bifurca Invertebrados insectos dipteros 0,1060
Mugil cephalus Vertebrados Peces 0,1200
Sepiana sepium Invertebrados insectos tetigdnidos 0,1353
Platycleis affinis Invertebrados insectos tetigdnidos 0,1376
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Al contrario de lo que ocurrié con la masa testicular, el analisis de la influencia
del tamafo corporal sobre el largo total del espermatozoide mostrd un efecto
negativo y significativo. Esto sugeriria que machos de mayor tamafio tendrian
espermatozoides de menor tamafo, en tanto que machos mas pequefios
presentarian, en términos relativos, espermatozoides mas grandes. Cummins
(1982) encontré una relacion similar en mamiferos pero no dio una explicacion
satisfactoria al fendmeno. Pitnick (1996) sugiere que seria comun en vertebrados
que no exista efecto del tamafio corporal sobre el largo del espermatozoide o bien
que la relacidon sea negativa, tal como se observé en escorpiones. En un analisis
realizado en un gran cantidad de especies de mamiferos se encontrd que la masa
corporal no influencié el largo total del espermatozoide y componentes del
espermatozoide, debido principalmente a restricciones de las tasas metabdlicas
(Gomendio et al., 2011; Tourmente et al., 2011). Cummins y Woodall (1985)
encontraron un patrén negativo entre el tamafio corporal y el largo del
espermatozoide para mamiferos. En serpientes, Tourmente et al. (2009)
encontraron también una asociacion negativa entre masa corporal y el largo de la
pieza media, pero la relacién negativa entre la masa corporal y el largo total del
espermatozoide no fue significativa en las especies de serpientes analizadas.

En los escorpiones el tamafio del espermatozoide podria estar influenciado
directamente por un efecto de volumen, tal como se ha sugerido en mamiferos
(Cummins y Woodall, 1985). En otras palabras, los machos mas grandes
necesitan producir un mayor nimero espermatozoides y de pequefio tamafo para
no sufrir dilucién de su concentracion en el tracto reproductivo masculino.
Alternativamente, esta relacién negativa podria estar relacionada con eleccién
femenina preferencial hacia rasgos corporales expresados en mayor tamafno en
los machos mas grandes. Como resultado, podria acaecer un trade-off, viéndose
presionados los machos a destinar mas recursos a masa muscular y/u otros
rasgos corporales, en detrimento de la inversion en el tamafio espermatico.

Por otro lado, los datos de variabilidad del largo del espermatozoide en
escorpiones mostraron que la variacion inter-macho fue mayor que la intra-macho.
Estos datos sugieren que la competencia seria comparativamente menor entre las
gametas del eyaculado de un mismo individuo (competencia de eyaculado sensu
Boorman y Parker, 1976), que entre los eyaculados de diferentes machos
(competencia espermatica sensu Parker, 1970). Esta tendencia estaria producida
porque la variacion en el largo del esperma se genera continuamente por
problemas del desarrollo durante la espermatogénesis. La seleccion sexual

poscopulatoria, ejerce una presion selectiva que mejora la eficiencia del sistema
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generando menor variacion corrigiendo errores (Hunter y Birkhead, 2002). En el
préximo capitulo, se evaluaran las implicancias de la poliandria sobre la variaciéon
del tamano del espermatozoide en escorpiones.

En escorpiones la relacion entre variabilidad espermatica y masa corporal no fue
significativo para ninguno de los dos modelos (intra o inter-individual).

Al igual que ocurre con los testiculos, la vesicula seminal varia
considerablemente entre especies. Las vesiculas seminales en los machos son
facilmente visibles, separables y tienen el peso suficiente para poder pesarlas por
separado. Estas caracteristicas no siempre son observadas en los testiculos que
son estructuras mas delicadas que las vesiculas seminales. Sin embargo, existen
especies en donde se debe ser muy preciso en la extraccion de las vesiculas
seminales porque estas son muy fragiles. Esto es muy notorio en U.
brachycentrus, donde muchas veces fue dificil obtener ambas vesiculas seminales
completas sin que alguna de ellas se rompiese Fig. 31 e. Un hallazgo importante
fue la homogeneidad de los volumenes de vesiculas derechas e izquierda. Esto
indicaria que ambas vesiculas almacenan volumenes muy similares, y se
especula que deben contribuir de manera igual al llenado del espermatéforo.

No existié influencia alométrica en el volumen vesicular. Trabajos en vertebrados
sugieren que la relacion alométrica entre el epididimo (equivalente a la vesicula
seminal) y la masa corporal es positiva (Lochmiller et al., 1986; Woodall y
Johnstone, 1988). También en pecaries en donde se realizé un analisis alométrico
de diferentes 6rganos.

En la literatura, datos sobre volumen o peso de vesiculas seminales no suelen
ser tan comunes como los de testiculos. En escorpiones, sélo Stockwell (1989)
explora en términos generales a las vesiculas seminales a nivel supraespecifico, a
los fines de encontrar caracteres especificos para incluir en la filogenia. Menciona
vesiculas “normales” y “grandes”, pero no da detalles de tamanos ni medidas
aproximadas. Los diferentes tamafios posiblemente esten asociados a diversas
estrategias que los machos podrian recurrir bajo la influencia de los sistemas de
apareamiento y el riesgo de competencia espermatica. Asi cabria esperar que el
tamano de las vesiculas seminales estuvieran bajo la influencia de la competencia
espermatica, aumentando a medida que aumenta el riesgo de competencia
espermatica. Este patron sera analizado en el siguiente capitulo, sin embargo, las
implicancias que tendria la diversidad de tamarios de las vesiculas seminales de
las diferentes familias es materia pendiente desde la perspectiva de seleccion

sexual sobre caracteres reproductivos en escorpiones.
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Los valores del volumen absoluto de la capsula en el espermatéforo variaron de
1-6 mm>. Los valores son ligeramente superiores a los valores reales de esperma
contenido dentro de la capsula (Capitulo 3). Al igual que ocurrié para la masa
testicular y el volumen vesicular, no se encontré tampoco una relacion alométrica
para el crecimiento de esta estructura. Contrariamente, en otros artrépodos, el
volumen del espermatéforo escalod positivamente con el tamafio del macho (Sato
et al., 2008). Los espermatoforos estan ampliamente distribuidos entre especies
de invertebrados. Se sugiere que su aparicion y mantenimiento muestra que los
organismos no han podido independizarse totalmente del medio acuatico, ya que
son estructuras que reducen la perdida de esperma por desecacion o consumo
por parte de la hembra u otros insectos (Davey, 1960; Schaller, 1971). La
estructura elaborada que exhiben la mayoria de los espermatéforos de
escorpiones, difiere de otros espermatdéforos de insectos en los que se han hecho
trabajos sobre seleccion sexual (Burns; 1968; Simmons, 1988; Wedell, 1993;
Vahed et al., 2011) en que, el de los escorpiones, esta por lo general muy
esclerotizado (Francke, 1979; Hjelle, 1990). Esto implica que tiene un volumen
relativamente fijo en su capsula (Peretti, 2010). Asi, el volumen de esperma
colocado dentro de la capsula puede variar pero hasta un maximo establecido.
Esto significa que los machos pueden depositar menor cantidad de esperma
dentro del espermatdforo pero no mayor volumen que esté por encima del
potencial maximo permitido por la capsula, valor empleado en este estudio. Los
machos de escorpiones y otros organismos con espermatoéforos similares, tienen
entonces una clara limitaciéon en el volumen del eyaculado, un hecho que no seria
irrelevante desde una perspectiva de competencia espermatica (Peretti, 2010).
Esto implica que en cualquier macho, si bien la espermatogénesis no cesa en el
estado adulto (Jespersen y Hatwick, 1973; Alberti, 1983), la mayor parte de la
produccion de espermatozoides dificilmente sea transferida a las hembras en
algun momento de la vida reproductiva. Si bien esto no se aleja de lo que podria
ocurrir en cualquier organismo, en este grupo esto estaria mas condicionado por
el modo de transferencia espermatica indirecta. Futuros estudios podrian
centrarse en un recuento pormenorizado de toda la produccion de espermatoforos
a lo largo de toda la vida adulta asi como de la capacidad de destinar menor

contenido.
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Resumen

Existe una relacién directa entre la produccion testicular y la trasferencia
mediada por el espermatéforo. Esto sugiere que mientras mas se produce, mayor
cantidad de esperma se transferiria a la hembra. No se observé una influencia
significativa con la vesicula seminal pero en algunas especies mostraba una
relacién inversa con las dos primeras variables lo que sugeria que si se producia y
transferia poco, se almacenaba mucho. Pero otras especies no mostraban tan
claramente este patrén. La relacion positiva entre produccion y transferencia,
podria estar sugiriendo que estaria actuando la competencia espermatica por
medio de la rifa de feria o el sperm depletion. Si bien la primera hipétesis tienen
fuertes indicios y esta fuertemente soportada en otros organismos, no existe
evidencia que se pueda lavar eyaculados de machos previos en el tracto femenino
como sucede por ejemplo en odonatos (Simmons et al., 2001). Se podria sugerir
que especies que transfieren poco eyaculado poseen una estrategia de aumentar
la cantidad de cépulas y disminuir el volumen transferido.

Sin embargo si hubo una influencia de tipo negativa entre la masa testicular y el
volumen vesicular. Esto sugiere que mientras mayores son los testiculos, menor
es el volumen de la vesicula seminal y concomitantemente, mientras menor masa
tiene los testiculos, mayor es el volumen de almacenaje en la vesicula seminal.
esto estaria indicando quizas dos tipos de estrategias en los machos, una de
producir mucho sin llegar a almacenar gran cantidad y la otra por el contrario
infocada en el almacenamiento y en la poca produccién de los testiculos. Estas

estrategias podrian incidir en la tasa de cépulas que los machos presentarian.
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5 INFLUENCIA DEL RIESGO DE COMPETENCIA
ESPERMATICA SOBRE VARIABLES DE PRODUCCION
ALMACENAMIENTO Y TRANSFERENCIA DE
ESPERMATOZOIDES EN ESCORPIONES DE LA FAMILIA
BOTHRIURIDAE

5.1 INTRODUCCION

La seleccion sexual es una fuerza evolutiva que no solo influye directamente en
el desarrollo de caracteres sexuales secundarios sino también sobre el desarrollo
de los primarios, tales como génadas, glandulas reproductivas accesorias y
genitalia (Short 1979; Eberhard, 1985; Leonard y Cérdoba-Aguilar, 2010). Dentro
de la seleccion sexual, la competencia espermatica se presenta en una gran parte
del mundo animal, promoviendo la evolucion de diversos rasgos en los machos
(Smith 1984; Ginsberg y Huck 1989; Simmons et al., 1993; Birkhead y Mgller,
1998). Esta puede definirse como la competencia entre eyaculados,
pertenecientes a dos o mas machos diferentes, por el acceso a la fertilizacion de
un determinado set de 6vulos (Parker, 1970, 1990).

Entre los érganos masculinos asociados a la reproduccién, el testiculo es sin
lugar a dudas el que ha sido mas estudiado en el marco de la competencia
espermatica (Gage, 1994] [Lepidopteros]; Harcourt et al., 1995 [Primates];
Hosken, 1998 [Murcielagos]; Pyron, 2000 [Aves]; Byrne et al., 2002 [Anuros]; Baer
y Boomsma, 2004 [Hormigas]; Demary y Lewis, 2007 [Moscas de fuego]; Katvala
et al., 2008 [Escarabajos]; Vahed et al., 2011 [Grillos]).). Existen descripciones
detalladas de su morfologia y tamafio en una amplia variedad de organismos
(Hosken y Ward, 2001; Gage et al., 2002; Simmons y Garcia-Gonzalez, 2008;
Soulsbury, 2010). El riesgo de competencia espermatica es una medida del
numero tedrico de posibles competidores con el que un macho dado tendria que
enfrentar a nivel de sus gametas, siendo particularmente alto en especies con
sistemas de apareamiento promiscuos (Simmons, 2001). Analisis comparativos en
especies con diferentes niveles de riesgo de competencia espermatica, muestran
la existencia de una fuerte influencia positiva del nivel de poliandria (cantidad de
machos con los que una hembra llega a aparearse durante una temporada
reproductiva) sobre el tamafio y/o la masa testicular (Wedell y Hosken, 2010).
Esto se traduce en que la presencia de un gran tamafo testicular en una especie

nos evidencia, directa o indirectamente, la existencia de un riesgo mayor de
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competencia espermatica comparado con aquéllas donde los testiculos tienden a
ser pequefios (Gage y Freckleton, 2003; Vahed et al., 2011). Esta relacion se
encuentra muy bien soportada por analisis en un gran nimero de grupos y de
hecho se puede tomar al tamafio testicular como un indicador directo del riesgo de
competencia espermatica (Gage y Freckleton, 2003). Se asume a su vez, que el
tamarnio testicular tiende a estar relacionado con el numero de espermatozoides
producidos (Scharer et al., 2004; Simmons, 2001). Ya desde la teoria clasica de la
competencia espermatica propuesta inicialmente por Parker (1970), se sostiene
que testiculos mas grandes producirian un mayor nimero de espermatozoides,
hecho que le conferiria al macho ventaja en una competencia espermatica de tipo
numérica (Parker 1982, 1984, 1998). Basicamente, la competencia espermatica
de tipo numérica plantea que en la competencia entre eyaculados de machos
diferentes, el que contenga mas espermatozoides tendra una ventaja estadistica
sobre los restantes. Asi, los espermatozoides son tomados como “nimeros de
rifa” y las fertilizaciones como el “premio” (Parker, 1990; Neff y Wahl, 2004). De
todos modos, el esperma constituye un recurso apreciable desde el punto de vista
energético (Dewsbury, 1982; Nakatsuru y Kramer, 1982). Por tal motivo, los
machos deberian de optimizar su inversion en los eyaculados, destinando
esperma de una forma estratégica segun el riesgo de competencia espermatica
existente (Parker, 1990; Wedell et al., 2002; Parker y Pizzari, 2010).

Existen sin embargo otras teorias alternativas que tratan de explicar la variacién
encontrada en el tamafo y/o masa testicular entre los machos (Wedell y Hosken,
2010). Por ejemplo, Pitnick (1996) postulé en Drosophila como grupo, que
testiculos mayores estarian relacionados con la produccion de espermatozoides
de mayor tamanio. Asi, seria necesaria una gran maquinaria espermatogénica
para generar espermatozoides de gran tamafo. Sin embargo, este postulado
carece de un claro soporte fuera del modelo de Drosophila, siendo un grupo de
insectos muy particular en lo referido al tamafo de sus espermatozoides. Otra
hipotesis, postulada también por Pitnick (1996) plantea que el tamafio testicular
esta relacionado alométricamente con el tamafo corporal del macho. Esta teoria
sugiere que machos con mayor tamafio tendrian mayor capacidad energética para
producir testiculos de mayor tamafio. Nuevamente, estas observaciones pueden
ser robustas en Drosophila pero no existen suficientes datos que la apoyen en
otras especies, (Presgraves et al., 1999; Minder et al., 2005; Wedell y Hosken,
2010). Si bien el tamafo relativo de los testiculos es considerado un indice
confiable del riesgo de competencia espermatica (Parker y Ball, 2005), el mismo

también puede reflejar la tasa de demanda espermatica en un macho, es decir el
144



numero de apareamientos que realiza por temporada reproductiva (Short, 1977,
1979; Vahed y Parker, 2012). Entonces, mayores tamanios testiculares
incrementarian la tasa de produccion espermatica en algunas especies a los fines
de copular con un mayor numero de hembras (Gomendio et al., 1998), en tanto
aumentarian el éxito reproductivo bajo competencia espermatica en otras (Preston
et al., 2003). Sin embargo, ambas opciones, competencia entre eyaculados y tasa
copulatoria, no son mutuamente excluyentes (Vahed, 2011).

Las especies cuyos machos almacenan esperma, cuentan en general con
reservorios especializados (Moreira et al., 2008). Existen pocos estudios que se
refieran a la influencia de la competencia espermatica sobre la capacidad de
almacenamiento de esperma en los machos, sobre todo en invertebrados. Por
ejemplo, los analisis en insectos se enfocan fuertemente en la descripcion de la
vesicula seminal y su funcion (Grell, 1942; Matsuda, 1976; Viscuso et al., 1999;
Moreira et al., 2008; Xie y Hua, 2010). En vertebrados existen algunos trabajos
que muestran la posible relacién entre competencia espermatica y estructuras
para el almacenamiento del esperma. Este aspecto ha sido particularmente
analizado en primates (Dixson, 1998) y en peces (Van-den-Hurk et al., 1987). En
general, entre los primates el patron encontrado es muy parecido al de los
testiculos. Por ejemplo, las especies que presentan mayor riesgo de competencia
espermatica poseen vesiculas seminales comparativamente mas grandes que
aquéllas sometidas a uno menor. Adicionalmente, la produccién de tapones
genitales también influenciaria un desarrollo mayor de la vesicula seminal en
primates (Dixson, 1998). Por otro lado, peces teledsteos con fecundacion externa
y que tienen testiculos pequefos poseen vesiculas seminales mientras que las
que presentan un tamano testicular relativo mayor no tienen un reservorio de este
tipo (Chowdhury, 2007). Asi, un pequefio tamafio testicular se ve compensado por
la presencia de vesicula seminal. Por el contrario, peces con fecundacion interna y
tendencia monégama carecen de vesicula seminal y/o no evidencian influencia de
competencia espermatica sobre el tamafio testicular o vesicular (Mazzoldi et al.,
2005). En tanto, en algunos insectos se ha detectado coevolucién entre el tamafo
espermatico y el tamafo de los érganos reproductivos masculinos, tanto testiculos
como vesiculas seminales (Morrow y Gage, 2000; Pitnick et al.. 1999; Presgraves
et al., 1999; Hosken et al., 2001; Joly et al., 2004).

En cuanto a la transferencia de esperma, la asignacién del esperma por parte del
macho esta influenciada por el riesgo de competencia espermatica (Andersson,
1994; Parker, 1998; Simmons, 2001; Wedell et al., 2002). Existe una relacion

positiva y directa entre el riesgo de competencia espermatica y el volumen de
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eyaculado que es transferido a la hembra (Parker, 1993; Ball y Parker, 1997;
Parker et al., 1997). Williams et al. (2005) proponen otra mirada a este fenomeno,
en donde el ambiente también influye sobre la asignacion de esperma y esto
finalmente influye sobre el riesgo de competencia espermatica de la poblacion.

El tamafo del espermatozoide, en particular su largo, es otro caracter que puede
variar segun el riesgo de competencia espermatica. Existen reportes en diversos
grupos que en general indican que el largo del espermatozoides se incrementa
cuando la competencia espermatica es muy alta (Gage, 1994 [Lepidoptera];
Morrow y Gage, 2000 [Lepidoptera]; Balshine et al., 2001; Fitzpatrick et al., 2009
[Peces]; Byrne et al., 2003 [Sapos]; Tourmente et al., 2009 [Serpientes]; Briskie y
Montgomerie, 1992; Briskie et al., 1997; Johnson y Briskie, 1999 [Aves];
Gomendio y Roldan, 1991; Tourmente et al., 2011a [mamiferos placentarios];
Tourmente et al., 2011b [mamiferos marsupiales]). En otros, aunque en menor
medida, se ha detectado que el largo disminuye (Stockley et al., 1997 [Peces]). Se
destaca que en general los trabajos se enfocan en la variacion del tamafio entre
especies, con la premisa de que la variacion entre especies sera mayor a la que
aparece a nivel intraespecifico (Ward, 1998; Morrow y Gage, 2001; Birkhead et al.,
2005). En realidad, los patrones de variacion de la morfologia de los
espermatozoides entre machos de una misma especie aun no se han explorado
en detalle. Modelos tedricos enfocados a escala intraespecifica muestran que la
evolucion del tamafio del espermatozoide tendria un 6ptimo de acuerdo con los
niveles de competencia espermatica existentes (Calhim et al., 2007). Estos
modelos predicen que en una especie, machos bajo un intenso nivel de
competencia poscopulatoria, producirian espermatozoides cuya morfologia se
ajustaria lo mas posible a este 6ptimo. Asi, machos sometidos a un mayor riesgo
de competencia espermatica mostrarian espermatozoides con menores
variaciones morfoldgicas en comparacion con machos con un bajo nivel de
competencia poscopulatoria (Calhim et al., 2007; Imler, 2008). Por lo tanto, a una
escala intraespecifica, un alto nivel de competencia espermatica se predice
resultaria en una baja variabilidad en los caracteres del espermatozoide.

Entre los artropodos, la competencia espermatica ha sido ampliamente estudiada
en insectos (Parker, 1970; Simmons, 2001). La competencia espermatica es muy
comun en insectos porque las hembras muestran tendencia a la poliandria y
suelen conservar esperma en sitios de almacenamiento denominados
espermatecas o receptaculos seminales (Parker, 1970; Ridley, 1989). Dentro de
los aracnidos, las arafias conforman un interesante grupo para el estudio de la

competencia espermatica (Elgar, 1998; Schneider y Andrade, 2011). Sin embargo,
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la atencion puesta en estos artrépodos ha sido relativamente menor comparada
con los insectos (Eberhard, 2004). Austad (1984) y Thomas y Zeh (1984)
aportaron una de las primeras revisiones sobre la influencia de la competencia
espermatica sobrelas estrategias de apareamiento de las arafias y otros
aracnidos. En este contexto, los escorpiones se presentan como un grupo
particularmente adecuado para estudios de competencia espermatica. Presentan
dos caracteristicas importantes para el surgimiento de competencia espermatica
(Simmons, 2001), como son el hecho que existen especies con diferentes grados
de poliandria y presentan fecundacion diferida en el tiempo, conservando los
eyaculados en un par de receptaculos seminales (Hjelle, 1990). La transferencia
de esperma es indirecta y todos los machos depositan un espermatéforo
esclerotizado (Polis y Sissom, 1990). Como ya vimos, los espermatozoides son
largos y se transfieren en forma de paquetes espermaticos en la gran mayoria de
las especies del orden (Michalik y Mercati, 2010; Vrech et al., 2011 Capitulo 1 de
este escrito.). Ademas, los machos de algunas especies pueden depositar un
tapon genital que obstruye o dificulta el acceso a la abertura genital femenina
(Mattoni y Peretti, 2004; Contreras-Gardufio et al., 2006; Althaus et al., 2010). A
pesar de que algunas caracteristicas del apareamiento y de los espermatozoides
han sido estudiadas (ej. Peretti, 2003, 2010; Peretti y Battan-Horenstein, 2003;
Vignoli et al., 2008, Michalik y Mercati, 2010; Vrech et al., 2011), en general se
trata de trabajos descriptivos, no enfocados al anadlisis cuantitativo de la
competencia espermatica.

Por tal motivo, no contamos a la fecha con un conocimiento sobre la relacién
entre el riesgo de competencia espermatica y caracteres sexuales primarios en los
escorpiones. Como auxilio, para la interpretacion de potenciales resultados, se
cuenta con descripciones finas del tracto reproductivo masculino y genitalia en
algunos grupos (Abd-el-Wahab, 1957; Francke, 1979; Peretti y Battan-Horenstein,
2003; Jacob et al., 2004; Lautie et al., 2008; Michalik y Mercati, 2009 ), asi como
descripciones detalladas de apareamientos y cortejo copulatorio en varias
especies (Peretti, 1993, 2010)

En este contexto, el presente capitulo busca explorar la posible influencia del
nivel de poliandria sobre la masa testicular, el volumen de las vesiculas
seminales, el volumen de la capsula del espermatoforo y el largo de los
espermatozoides en especies pertenecientes a la familia Bothriuridae. Siguiendo
la teoria clasica de la competencia espermatica (Parker, 1990; Simmons, 2001),
se espera una asociacion positiva entre el riesgo de competencia espermatica

(medida como el nivel de poliandria) y el tamafio de los testiculos. Extendiendo
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esto a las vesiculas seminales, se espera que éstas aumentaran su volumen para
poder asi almacenar mayor cantidad de esperma. Adicionalmente, si tal como se
postula tradicionalmente (Parker, 1998), el tamafno del espermatozoide le confiere
al organismo una ventaja desde el punto de vista competitivo, se espera encontrar
espermatozoides de mayor tamafio en aquellas especies que exhiban un alto nivel
de poliandria. Finalmente, se predice que la variacién del largo de los
espermatozoides a nivel intraespecifico sera minima en especies con alto grado

de poliandria.

5.2 OBJETIVOS

5.2.1 General

Estudiar la influencia que tiene el riesgo de competencia espermatica sobre la
produccion, almacenamiento y transferencia de esperma en especies de

escorpiones seleccionadas dentro de la familia Bothriuridae
5.2.2 Especificos

1.Analizar la influencia de la poliandria sobre la masa y volumen testicular, y
el volumen de la capsula del espermatoéforo en las ocho especies de
Bothriuridae;

2.Examinar la influencia del nivel de poliandria sobre la variabilidad del largo
del espermatozoide;

3.ldentificar las relaciones de tamafio y volumen entre los diferentes érganos
masculinos analizados;

4.Comparar entre las especies el efecto del riesgo de competencia
espermatica sobre las estructuras reproductivas masculinas, teniendo

presente la filogenia del grupo.
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5.3 MATERIALES Y METODOS

5.3.1 Especies Analizadas.

Se analizaron las mismas especies que en el apartado 4.3.1 del Capitulo 4. Las
variables analizadas fueron en este caso ocho: Masa testicular, Largo del
espermatozoide, Variacion intra e interespecifica del largo del espermatozoide,
Volumen de la vesicula seminal, Volumen de la capsula del espermatoforo y Nivel
de poliandria. El proceso de obtencion de las primeras 7 variables fue detallado en
el capitulo anterior en el item 4.3.2. El nivel de poliandria se estim6 basandose en
la literatura disponible sobre frecuencia de apareamientos (numero de copulas) en
escorpiones de la familia Bothriuridae (Peretti, 1993, 1996, 2003; Peretti 2010,
Peretti y Mattoni, 2004 Toscano-Gadea, 2012), asi como en observaciones
realizadas en el laboratorio. Estas ultimas se realizaron para ambas especies de
Timogenes, Bothriurus bonariensis y Urophonius brachycentrus. Para el
apareamiento se siguieron los lineamientos del Capitulo 2, apartado 2.3.2.4, pero
en esta ocasion se permitié que el macho realice la transferencia de esperma. Se
tomaron los registros de 10 hembras por especie. De cada hembra se obtuvo un
valor promedio de apareamientos completos por temporada reproductiva. Luego
esos diez valores se promediaron para obtener un valor total promedio por
especie. Estos datos se promediaron para obtener un valor medio de poliandria

por especie y los valores se resumen en la Tabla 15.

5.3.2. Analisis de la influencia de la poliandria sobre variables de

produccién espermatica

Para el analisis de la influencia de la poliandria sobre variables de produccion
espermatica, se siguieron los lineamientos descriptos en el capitulo 3, apartado
3.3.5. Sin embargo aqui se incluyeron modelos con tres parametros porque
algunos modelos tuvieron valores de AAICc (diferencia en el criterio de
informacion de Akaike) (Burnham y Anderson, 2002) menores a dos, a diferencia
de lo que ocurria en el capitulo anterior (apartado 3.3.5).

Se utilizaron regresiones lineales multiples con modelado de cuadrados minimos
generalizados (Kariya et al., 2004). Se utilizaron dos enfoques para evaluar la
influencia de la competencia espermatica sobre las variables. En primer término
los datos se analizaron utilizando seleccion de modelos. Para testear como las

variables predictoras influenciaban las variables de respuesta, se utilizaron todas
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las combinaciones posibles de modelos de uno a tres parametros ( de forma
general: y =1, y=a, e y = a + b) (Costa Schmidt y Machado, 2012) a diferencia de
lo que ocurrio en el Capitulo anterior (apartado 4.3.3) en donde solo se tuvieron en
cuenta modelos de hasta dos parametros. Nuevamente el modelo con un
parametro (y = 1) fue incluido para los casos en que ninguna variable explicaba
mejor a la variable respuesta. Los modelos se compararon utilizando el criterio de
informacion de Akaike corregido para muestras pequefias (AlCc), con los mismos
criterios que en apartado 3.3.5. Los modelos con 4 parametros (y = a * b) fueron
excluidos del analisis ya que su cambio en AICc era siempre mayor a 10 (AAICc >
10). El segundo enfoque que se utilizo fue la estadistica probabilistica clasica. El
efecto de la masa corporal, en caso de que hubiese, sobre la variable respuesta
de produccion espermatica se controlé incluyendo a la primera como variable en
el analisis de regresion multiple (Tomkins y Simmons 2002). El analisis de
regresion multiple se realizé usando una suma de cuadrados secuencial (Tipo |),
en donde las variables predictoras se agregaron al modelo en el siguiente orden:
masa corporal, poliandria. Una vez elegidos los modelos con mayores pesos de
Akaike, se analizaron los parametros y valores de probabilidad clasica para ver el
sentido de la asociacion y corroborar la significancia del modelo. La masa
corporal, la masa testicular y el largo del espermatozoide fueron variables
transformadas mediante el uso de Logqo para asi lograr normalizar sus
distribuciones (Ver test de normalidad en el Capitulo 4 apartado 4.3.3). Se realiz6
un control filogenético tal y como fue descripto para el apartado 4.3.3 del Capitulo
4. Los modelos se analizaron con el paquete ape y un codigo (pglm3.2)
(Freckleton et al., 2002) en la plataforma de analisis estadistico R (R core group,
2012).
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5.4 RESULTADOS

5.4.1 Testiculo

Para la masa testicular el mejor modelo fue el que tuvo al nivel de poliandria
como variable predictora (Tabla 19). El valor del peso de Akaike (wt) muestra que
el modelo tiene un 70% de probabilidades de ser el modelo que mejor explica a la
variable respuesta, un valor considerado alto. El analisis pGLS filogenéticamente
corregido, mostré una influencia positiva del nivel de poliandria sobre la masa
testicular como muestra la pendiente de 0,26 (Fig. 34 a). El analisis filogenético
mostré que el valor de lambda fue significativamente igual a uno, es decir una

fuerte influencia de la filogenia sobre el caracter en el modelo seleccionado.

5.4.2 Largo del espermatozoide y variabilidad del largo en

espermatozoides

El analisis de seleccion de modelos sobre el largo total del espermatozoide
mostré que, dejando de lado la influencia negativa ejercida por la masa corporal
que vimos en el capitulo anterior, ningin modelo logré explicar satisfactoriamente
a dicha variable (Tabla 19; Fig. 34 b). El analisis filogenético mostré que no existid
influencia de la filogenia sobre el caracter en el modelo seleccionado (Tabla 19).

La variabilidad “intra-macho” fue claramente influenciada por la masa testicular
(Akaike wt = 64%) (Fig. 34 c). La relacion entre ambas variables fue negativa y
mostré que machos con masa testicular mayor presentaron menos variacion en el
largo de sus espermatozoides y viceversa. El analisis filogenético no evidencid
influencia de la filogenia sobre el caracter en el modelo seleccionado. Por el
contrario, No hubo influencia del nivel de poliandria sobre la variabilidad intra-
macho (Akaike wt = 11%, p = 0,05). Si bien los modelos que contenian a la masa
corporal no fueron seleccionados por el método de seleccion de modelos (Akaike
wt < 10%), los valores de probabilidad estadistica fueron significativos (Tabla 19)

La variabilidad “inter-macho” no fue influenciada por el nivel de poliandria (Fig.
34 d) ni por ninguna variable predictora, incluia la masa testicular como una
medida alternativa del riesgo de competencia espermatica. Tampoco se detectd

influencia de la filogenia sobre el caracter en el modelo seleccionado (Tabla 19).
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5.4.3 Vesicula seminal

El analisis de modelos AIC no mostré que existiera efecto directo del nivel de
poliandria sobre el volumen vesicular (Fig. 34 €). Tampoco de ningun otro modelo
evaluado. Sin embargo, el modelo aditivo que contenia a la masa corporal y el
largo del espermatozoide, presentd un valor de probabilidad significativo para el
largo del espermatozoide. Esto representa una relacién positiva entre el volumen
vesicular y el largo del espermatozoide, controlado por la masa corporal (Tabla
19).

5.4.4 Espermatdéforo

No hubo efecto del nivel de poliandria sobre el volumen de la capsula del
espermatoforo (Akaike wt<0,001%, Fig. 34 f). Los modelos que mejor explicaron la
variable contenian a la masa testicular como variable predictora. El modelo que
mejor explico a la variable es el modelo aditivo que tiene a la masa testicular junto
a la masa corporal del macho (Akaike wt = 66%). El efecto aditivo fue positivo por
lo que el aumento de las variables predictoras gener6é un aumento de la variable
respuesta (Tabla 19). El analisis de lambda no mostr¢ influencia de la filogenia

sobre los modelos seleccionados.
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Tabla 19 Seleccién de modelos en Analisis comparativo entre las variables analizadas y la
poliandria. Lpt = log4o peso testiculo; Ipm = logsy peso macho; pol = poliandria; le = log4g

largo espermatozoide; cvbm = variacion del largo del espermatozoide entre machos; cvwm
= variacion del largo del espermatozoide dentro de los machos; Ivv = logo volumen
vesicular; Ive = log1 volumen espermatéforo.

Masa Testicular

Modelo Pendiente Error estandar F-Value A(A=0;A=1) | AdjR2 |n| AlICc AAICc Akaike wt
Ipt~pol 0,2654 - 0,0883 - 9,0354 - 6.61E-05 (x*)| 0,5344 | 8] 4,2503 0 0,0238 - 70%
Ipt~1 -2,1399 - 0,1123 - - - 6.61E-05 (xx) - 8| 6,6330 | 2,3827 | <0.001 - 21%
Ipt~lpm 0,4912 - 0,3450 - 2,0267 - 0.4671 (xx) | 0,1279 [ 8] 9,3355 | 50852 | 0,2044 - 5%
Ipt~lpm-+pol 0,1822 | 0,2368 0,2985 0,1044| 3,3158 | 51475 |6.61E-05 (xx)| 0,4800 | 8| 10,7338 | 6,4835 | 0,5682 | 0,0725 3%

Largo espermatozoide

Modelo Pendiente Error estandar F-Value A(A=0;A=1) | AdjR2|n| AlICc AAICC Akaike wt
le~lpm -0,1373 - 0,0465 - 8,7243 - 0.5458 (xx) | 0,5245 | 8| -22,2135 0 0,0255 - 48%
le~1 2,3964 - 0,0347 - - - 0.9999 (xx) - 8| -21,4076| 0,8059 [ <0.001 - 32%
le~pol -0,0304 - 0,0174 - 3,0620 - 0.9999 (xx) | 0,2275 | 8] -19,7397| 2,4738 | 0,1307 - 14%
le~lpm+pol -0,1076 ]-0,0219 0,0460 0,0154| 9,4099 2,0207 | 0.6701(xx) | 0,5740 | 8| -17,8005| 4,4130 | 0,0666 | 0,2144 5%
le~pt -0,0471 - 0,0546 - 0,7454 - 0.9999 (xx) |-0,0377(8] -17,3780| 4,8355 | 0,4211 - 1%

Variacion intermacho

Modelo Pendiente Error estandar F-Value A(A=0;A=1) | AdjR2|n| AlICc AAICC Akaike wt
cvbm~1 0,3272 5 0,0682 = 5 = 0.9999 (xx) - |s]-105878] o 0,0020 s 73%
cvbm~lpm 0,2065 - 0,1261 - 2,6830 - 6.61E-05 (xx) [ 0,1938 | 8| -6,8578 | 3,7300 [ 0,1525 - 11%
cvbm~pol 0,0292 - 0,0402 - 0,5289 - 0.9999 (xx) |-0,07218| -6,2971 | 4,2907 | 0,4944 - 9%
cvbm~lpt -0,0124 - 0,1150 - 0,0116 - 0.9999 (xx) |-0,1644[8| -5,6366 | 4,9512 | 0,9178 - 6%
cvbm~lpm+lpt 0,2301 [-0,0918 0,1553 0,1578] 1,9191 0,3390 | 0.3482(xx) | 0,0355 | 8] -0,1844 [ 10,4034 0,1986 | 0,5856 0,4%
cvbm~lpm+pol 0,1996 [ 0,0054 0,1544 0,0540| 2,2403 0,0099 |6.61E-05 (xx) | 0,0345 | 8] 0,1848 |10,7726| 0,2524 | 0,9245 0,3%

Variacion intramacho

Modelo Pendiente Error estandar F-Value A(A=0;A=1) | AdjR2|n| AlICc AAICC Akaike wt
cvwm™lpt -0,0211 - 0,0052 - 16,4204 - 0.9999 (xx) | 0,6878 | 8| -55,1811 0 0,0067 - 64%
cvwm-~pol -0,0065 - 0,0027 - 5,9441 - 6.61E-05 (xx) [ 0,4139 | 8] -51,6558| 3,5253 [ 0,0506 - 11%
cvwm~1 0,0305 - 0,0030 - - - 6.61E-05 (xx) - 8| -51,1146| 4,0665 [ <0.001 - 8%
cvwm~lpm -0,0196 - 0,0073 - 7,2279 - 0.9852 (xx) | 0,4708 | 8| -51,0372| 4,1439 | 0,0361 - 8%
cvwm™lpm+lpt -0,0097 | 0,0172 0,0065 0,0066| 10,1426 | 6,6197 [6.61E-05(xx)| 0,6783 | 8] -50,8554| 4,3257 | 0,0244 | 0,0499 7%
cvwm~lpm+pol -0,0121 | -0,0046 0,0076 0,0027| 6,9703 2,9855 | 6.61E-05 (xx)| 0,5319 | 8] -47,8547| 7,3264 | 0,0459 | 0,1446 2%

Volumen Vesicular

Modelo Pendiente Error estandar F-Value A(A=0;A=1) | AdjR2 |n| AlCc AAICc Akaike wt
Ivv~1 0,6583 - 0,0926 - - - 0.5153 (xx) - 8| -0,1603 0 0,0008 - 78%
Ivw~lpm 0,3852 - 0,2572 - 2,2426 - 0.9999 (xx) | 0,1990 [ 8] 4,8259 | 4,9862 | 0,2086 - 6%
Ivv~isl 1,4076 - 1,5676 - 0,8063 - 0.2624 (xx) |-0,0403 8| 5,2252 | 5,3855 | 0,4199 - 5%
Ivw~pt 0,2395 - 0,2429 - 0,9729 - 0.8845 (xx) |-0,0054 8| 5,4660 | 56263 | 0,3798 - 4%
Ivv~pol -0,0221 - 0,0906 - 0,0594 - 0.5153 (xx) |-0,2317[8| 6,0900 | 6,2503 | 0,8194 - 3%
Ivw~lpm+sl 0,6485 3,4892 0,1830 0,9612| 3,4128 | 13,1763 [6.61E-05(xx)| 0,7447 | 8| 7,1877 | 7,3480 | 0,1618 | 0,0360 0,0%
Ivv~lpm+pol 0,4174 [-0,0511 0,2847 0,0832| 1,8940 0,3782 | 0.9999(xx) | 0,0516 | 8] 15,8395 [ 15,9998 | 0,2389 | 0,5820 0,0%
Ivw~lpm+lpt 0,2912 0,1094 0,4193 0,3501| 1,7367 0,0976 | 0.9999 (xx) |-0,0342 8] 16,3598 | 16,5201| 0,5373 | 0,7751 0,0%

Volumen Espermatoforo

Modelo Pendiente Error estandar F-Value A(A=0;A=1) | AdjR2 |n| AlCc DAICc wt
lve~lpm+Ipt 0,1444 | 0,6279 0,0213 0,0216 | 596,0778 | 834,4829 [ 6.61E-05 (xx) | 0,9951 | 8| -37,9632 0 0,0011 | <<0.001 66%
Ive~Ipt 0,7006 - 0,0546 - 164,3239 - 6.61E-05 (xx) | 0,9589 [8]-20,4603| 1,2967 | <<0.001 - 34%
lve~1 0,5283 - 0,0806 - - - 6.61E-05 (xx) - 8| 1,3407 | 12,9506 | <0.001 - 0,1%
lve~pol 0,1828 - 0,0672 - 7,7211 - 6.61E-05 (x*)| 0,4778 | 8| -0,1236 | 15,4114 | 0,0346 - 0,0%
Ilve~lpm 0,4518 - 0,2200 - 4,2151 - 6.61E-05 (xx) [ 0,3147 (8| 2,0503 | 17,1005 | 0,0858 - 0,0%
Ilve~lpm+pol 0,2721 0,1401 0,2015 0,0704| 6,2907 3,9544 |6.61E-05 (xx)| 0,5408 | 8| 4,4472 | 25,8051 | 0,2358 | 0,1034 0,0%
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Fig. 34. Influencia de la poliandria sobre : a) La masa testicular; b) El largo del
espermatozoide; c) La variacion del largo del espermatozoide intra-macho; d) La variacién
del largo del espermatozoide inter-macho; e) El volumen vesicular; y f) El volumen total del

espermatoforo.
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5.5 DISCUSION

5.5.1 Efecto de la competencia espermatica sobre variables de

produccion de espermatica

5.5.1.1 Influencia de la poliandria sobre la masa testicular.

El efecto positivo del riesgo de competencia espermatica, reflejado por el nivel de
poliandria, sobre la masa testicular ha sido observado en diferentes vertebrados e
invertebrados (Gage, 1994; Harcourt et al., 1995; Hosken, 1998; Pyron, 2000;
Byrne et al., 2002; Baer y Boomsma, 2004; Demary y Lewis, 2007; Katvala et al.,
2008; Vahed et al., 2011). Habitualmente se interpreta entonces a la relacion entre
el riesgo de competencia espermatica y el tamafo testicular como de tipo causal,
es decir el primero define al segundo. A partir de esto, es que suele entonces
tomarse, en un razonamiento que no deja de ser circular, a la masa testicular
como predictor “morfologico” confiable que evidencia el riesgo de competencia
espermatica (Short, 1979; Gage y Freckleton, 2003; Ramm et al., 2005; Gomendio
et al., 2006; Parker y Pizzari, 2010). Los resultados del presente capitulo indican
que un aumento en el nivel de poliandria se traduce directamente en un aumento
de la masa testicular en las especies de escorpiones analizadas,
independientemente del efecto de la masa corporal. Con el soporte de la teoria de
competencia espermatica, los datos obtenidos sugeririan que en escorpiones el
esperma competiria de forma numérica, siguiendo el principio de la rifa de feria no
cargada (Parker, 1982, 1990, 1993). Adicionalmente, sumando los capitulos
previos, se aprecia que el volumen de semen eyaculado estaria directamente
relacionado con el del testiculo. En este marco, también existiria una relacion
directa entre el volumen de los 6rganos reproductivos y los conteos de
espermatozoides realizados en estos. Asi, se da soporte a la idea de que el
esperma efectivamente podria competir de forma “numérica” en el tracto
reproductivo femenino, tal como lo sugieren Parker y Pizzari para insectos (2010).
Ciertamente futuros estudios en el tracto reproductivo seran necesarios para
confirmar esta posibilidad, claramente sesgada en su visién parcial hacia los
machos. Cabe destacar que la relacion competencia espermatica-génada
masculina seria directa en escorpiones porque, como sucede con los insectos, los
testiculos solo se encargan de producir espermatozoides (Chapman, 1998) y la

presion de seleccion solo incidiria sobre la produccion de esperma y no sobre
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otras funciones como puede suceder en vertebrados (Setchell, 1978; Harvey y
Harcourt, 1984; Kenagy y Trombulak, 1986).

En el presente estudio todas las especies analizadas fueron poliandricas, con
excepcidon de U. brachycentrus. Las hembras de esta especie son inseminadas
una sola vez debido a que los machos depositan un tapén genital muy eficiente
(Mattoni y Peretti, 2004; Peretti, 2010), lo cual reduce la receptividad y atractividad
femenina (Romero-Lebrén, Vrech y Peretti, datos inéditos). Bajo este escenario se
hubiera esperado que fuera la especie con la menor masa testicular dentro del set
de datos, hecho que no ocurrié. En efecto, desde un punto de vista energético los
testiculos deberian de ser mas bien pequefios si el tapén transferido por el macho
fuese eficiente. Datos preliminares confirman la eficacacia del tapén genital en
esta especie (Costa-Schmidt, Romero-Lebroén, Vrech, Mattoni, y Peretti, datos no
publicados). Quizas la presencia de testiculos de considerable tamafio en esta
especie se deba a que, desde una amplia perspectiva evolutiva, la aparicion de
tapones genitales de tipo “eficaces” es aun reciente y por lo tanto todavia no se
lleg6 a optimizar de forma acabada la inversion en masa testicular. Futuros
estudios centrados en esta problematica en todo el género Urophonius, servirian
para comprobar esta hipoétesis.

En cuanto a las dos especies analizadas de Timogenes, ambas mostraron
valores mas bajos que los esperados para sus niveles de poliandria. En T.
dorbignyi se ha observado que podria encontrarse bajo una proporcion sexual
operacional sesgado hacia los machos (Acosta, L., Mattoni, C. I. y Peretti, A. V.,
datos no publicados), lo que indicaria altas posibilidades de competencia
intrasexual, incluida la espermatica. Sin embargo, es notable la pequefia masa
testicular de esta especie. Esto sugiere entonces baja produccion de
espermatozoides, al menos en el estado adulto. En algunos aracnidos, como por
ejemplo en solifugos (Alberti y Peretti, 2002), la espermatogénesis tiene lugar
unicamente en la ultima etapa del desarrollo juvenil, por lo que los testiculos en el
estadio adulto son relativamente pequenos. En contraste, sus vesiculas seminales
son muy grandes, acumulando toda la produccion ya finalizada de
espermatozoides (Punzo, 2010), y los volimenes de cada eyaculado son
pequefos (posiblemente para dosificar la produccion de esperma en la
inseminacion de un gran numero de hembras — Peretti y Willemart, 2007). Podria
plantearse entonces que en T. dorbignyi los machos producirian poco esperma (o
dejarian de hacerlo como adultos) pero, tal como arrojaron los resultados, si
almacenan una apreciable cantidad en las vesiculas seminales, aunque

destinando un volumen muy limitado a cada transferencia espermatica. En
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concordancia con esta hipdtesis, se destaca que los machos tendrian una
capacidad alta de regeneracion de los espermatéforos, tal como sugieren los
datos de poliandria (Peretti, 1993, 2003). Futuros estudios funcionales en el
campo Y laboratorio son necesarios para confirmar estos supuestos. En contraste
a las especies mencionadas, un caso que se presenta mas evidente de riesgo de
competencia espermatica, es el de B. bonariensis. En esta especie los machos
producen y transfieren grandes cantidades de esperma mientras que almacenan
poco en sus vesiculas seminales. En otras palabras, la ruta “produccion de
espermatozoides -> transferencia espermatica” seria relativamente veloz,
conservandose por lo tanto poco esperma en los reservorios masculinos. Existen
reportes que senalan que la proporcion sexual operativa esta muy sesgada hacia
los machos al inicio y parte media de la temporada reproductiva (Castelvetri y
Peretti, 1999; Peretti, 2003, datos no publicados). En este contexto fuerte de
competencia intra-sexual, incluida el nivel espermatico, la tactica de los machos
seria intentar ganarla a nivel numérico (Simmons y Parker, 1992) y/o usar parte
del eyaculado para desplazar esperma de machos previos (Simmons, 2001).
Hasta el momento, existen indicios fuertes sobre el primer mecanismo para
escorpiones (presente Capitulo), pero todavia falta evidencia para afirmar que
exista desplazamiento de esperma en estos aracnidos. En este sentido y a partir
del presente estudio, B. bonariensis surge como un excelente modelo (tanto por el
claro patrén espermatico, como por facilidad de colecta) para futuros estudios
centrados en andlisis detallados de competencia espermatica.

5.5.1.2 Poliandria y caracteres relacionados con el tamafio del
espermatozoide

La influencia del riesgo de competencia espermatica sobre el largo de los
espermatozoides es a veces contradictoria en algunos organismos, si bien existe
un fuerte apoyo a favor de una influencia positiva (Gomendio y Roldan, 1991;
Harcourt, 1991; Briskie y Montgomery, 1992; Hosken, 1997; Gay et al., 2009;
Gage, 1994; Morrow y Gage, 2000; Johnson y Briskie, 1999; Kleven et al., 2008;
Baer et al., 2003; LaMunyon y Ward, 2002; Breed y Taylor, 2000; Stockey et al.,
1997). Sin embargo, los resultados encontrados en las especies analizadas de
Bothriuridae no muestran relaciéon entre ambas variables. Esta falta de efecto
coincide con lo registrado por Harcourt (1991) en primates, Hosken (1997) en
murciégalos, Briskie y Montgomery (1992) en aves y Gay et al., (2009), en

coledpteros. Segun Parker (1998), el tamafio del espermatozoide no
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necesariamente aumentaria con un incremento del riesgo de competencia
espermatica. El autor sostiene que para que el tamano del espermatozoide sea
seleccionado por competencia espermatica debe existir alguna clara ventaja en
presentar un tamafo mayor (Parker, 1998). Si esto no sucede, el espermatozoide
tenderia a permanecer dentro de un rango de tamafio minimo,
independientemente de la influencia del riego de competencia espermatica
(Stockey et al., 1997). Algunos estudios han analizado la influencia de la
competencia espermatica sobre diferentes componentes de los espermatozoides
de forma integral, estudiando la cabeza, pieza media y pieza final (Tourmente et
al., 2009, 2011). Muchos otros trabajos se han enfocado en el estudio de la pieza
media en lugar del largo total (Anderson y Dixson, 2002; Anderson et al., 2006).
Tourmente et al. (2011) detectaron una influencia de la competencia espermatica
en todos los componentes del espermatozoide en mamiferos, con una gran
cantidad de especies y una detallada filogenia. En este contexto de posibles
explicaciones, se necesitan mayor cantidad de trabajos en escorpiones en los
cuales se realice un detallado analisis de cédmo la competencia espermatica
moldea o no los diferentes componentes del espermatozoide. Si bien se han
realizado estudios que describen alguno de los componentes de los
espermatozoides (ej., Jespersen y Hartwick, 1973; Alberti, 1983; Vignoli et al.,
2008; Michalik y Mercati, 2010), aun no contamos con datos mas detallados
publicados en las especies analizadas en este capitulo. Parte de los datos del
capitulo 1 mostraron que existe una tendencia negativa entre el largo de los
espermatozoides y el nimero de los mismos por paquete espermatico. Esto
sugiere que paquetes mas cortos estarian formados por mayor cantidad de
espermatozoides mientras que los largos por pocos. Estos resultados podria
indicar la existencia de un trade-off clasico entre tamafio y nimero de
espermatozoides en los paquetes espermaticos. De todas formas este trade-off no
es tan simple de interpretar bajo la influencia de la competencia espermatica
(Parker et al., 2010; Immler et al., 2011).

La influencia de la poliandria sobre la variacion del largo del espermatozoide
“intra-macho” fue marginalmente no significativa. Se encontré una asociacion, en
el sentido que predice la teoria de competencia espermatica, entre la variacién
inter-macho (entre espermatozoides de eyaculados de diferentes machos) y la
masa testicular. Segun Parker y Pizzari (2010), la medida testicular puede
tomarse como un estimador fiel del riesgo de competencia. Asi, un aumento en el
riesgo de competencia espermatica presionaria selectivamente sobre el nivel de

variacién del largo del espermatozoide, generando una disminucién en la
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variabilidad total dentro del eyaculado de un macho. Este efecto sugeriria que un
incremento en el riesgo de competencia espermatica llevaria a un tamafio de
esperma optimo (Parker y Begon, 1993) o a producir menor cantidad de errores
durante el proceso de produccion de espermatozoides (Hunter y Birkhead, 2002).
En otras palabras, como la competencia espermatica es una fuerza selectiva
potente que influencia el largo de los espermatozoides (Kleven et al., 2008),
condiciona a los espermatozoides para que mantengan un tamafo 6ptimo
competitivo mediante la accién de seleccion estabilizadora (Pizzari y Parker,
2009).

5.5.2 Efecto de la competencia espermatica sobre variables de

almacenamiento y transferencia
5.5.2.1 Efecto de la poliandria sobre la vesicula seminal

Pocos trabajos han discutido la influencia de la competencia espermatica sobre
el sitio de reserva de esperma en el macho. La mayoria de ellos se han centrado
en la descripcion detallada de la morfologia de los 6rganos reproductivos (Hung y
Vinson, 1975; Sasakawa, 2007; Sinclair, et al., 2007; Fiorillo et al., 2008; Moreira
et al., 2008; Winnick et al., 2009; Xie, 2010). Otros se enfocan directamente en los
reservorios de esperma en la hembra (ej. Birkhead y Mgller, 1993; Pitnick y
Markow, 1999). De los pocos trabajos que investigan el efecto de la seleccion
sexual sobre la vesicula seminal podemos destacar el aporte de Dixson (1998) en
primates, donde se muestra que la amplia variabilidad en la morfologia de las
vesiculas seminales no puede darse por azar sino que, tal como sucede con el
tamano de los testiculos y la morfologia peneana, las vesiculas seminales y
glandulas accesorias podrian también estar bajo la influencia de la competencia
espermatica. A diferencia del patrén que observamos para escorpiones, los datos
en primates sugieren una influencia positiva de la competencia espermatica sobre
la vesicula seminal y una correlacion directa con el tamario del testiculo. Dixson
(1998) también discute sobre la disminucion en el tamario de la vesicula seminal.
Sugiere que al ser un érgano costoso desde el punto de vista energético, se veria
reducido en especies en donde se observa un bajo nimero de cépulas y, en
casos extremos, podrian ser vestigiales o desaparecer. Los datos en escorpiones
no muestran esta tendencia, ya que por ejemplo B. bonariensis y Br. pentheri, dos
especies con un alto nivel de poliandria y presentaron un volumen vesicular
relativo pequefio y por el contrario, U. brachycentrus es una especie monandrica

que mostré volumenes vesiculares relativos altos. El Unico que se ajustaria a este
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patron propuesto por Dixson en primates (1998) es T. elegans que tiene un
numero de copulas reducidas y el volumen relativo de las vesiculas seminales es
bajo. Por otro lado, Chowdhury y Joy (2007) destacan el rol de la vesicula seminal
en la reproduccion de los peces teledsteos. Sugieren la presencia de una
compensacion de tareas por parte de la vesicula seminal, la que produce liquido
seminal para aumentar la tasa de fertilizacién usando menor cantidad de
espermatozoides. La relacién entre ambos érganos es negativa, tal como es el
patrén general observado para las especies analizadas de escorpiones. Por
ultimo, Rinderer et al. (1985) compararon los pesos de las vesiculas seminales
entre los zanganos de dos grupos de abejas. El estudio evidencio una diferencia
entre los grupos, sugiriendo hipétesis particulares sobre como influenciarian las
abejas reinas el destino de los espermatozoides.

5.5.2.2 Efecto de la poliandria sobre el volumen del espermatéforo

Como ya adelantamos en el capitulo anterior, el volumen del espermatoforo esta
directamente relacionado con la masa testicular. Al igual que ocurrié con el nivel
de variabilidad intra-macho, tomando nuevamente a la masa testicular como un
reflejo directo de la competencia espermatica, se evidencia que ésta influye en el
moldeado del volumen en los espermatoéforos. Como vimos en el capitulo anterior,
la relacion “testiculo-vesicula-capsula” sugiere que, a grandes rasgos, las
especies que tenderian a producir mucho almacenarian poco y transferirian
mucho, mientras que las especies con tendencia a producir poco, almacenarian
mucho y transferirian poco.

Ademas de los escorpiones, algunas especies de artropodos también presentan
espermatoforos con partes externas esclerotizadas (Khalifa, 1949 a, b
[Cucarachas]; Dudenhausen y Talbot, 1983 [Langosta de mar]). Debido a esta
particularidad, se presentan como estructuras muy utiles para detectar
indirectamente el riesgo competencia espermatica, ya que se pueden visualizar
externamente (gj. en escorpiones) o contar dentro del tracto reproductivo de las
hembras. Similar a lo mencionado para las vesiculas seminales, no existen
muchos estudios sobre influencia de la competencia espermatica sobre la
morfologia de los espermatoéforos. Uno de los casos mas conocidos, es el de los
grillos tetigdnidos (Vahed et al., 2011). En este grupo, sin embargo, los
espermatoforos no estan esclerotizados y presentan una composicion muy
particular (Proctor, 1998) En estos grillos las hembras consumen un producto de

las glandulas accesorias que conforma un apéndice del espermatoforo, conocido
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como “espermatophylax”, y recién luego ingiere sobrantes de esperma que
queden en la “ampulla”, la cual se adhiere a su abertura genital. El consumo de la
hembra del espermatophylax evita la remocion prematura de la ampulla de
gonoporo (Wedell y Arak, 1989; Reinhold y Heller, 1993; Wedell, 1993; Heller y
Reinhold, 1994; Simmons, 1995a). En estos casos, la cantidad de esperma que
transfiera un macho esta en funcion del tiempo que la ampulla esta adherida a la
hembra y/o al tamafio mismo de la ampulla (Simmons y Kvarnemo, 1997).
Considerando estos escasos antecedentes, el analisis de eyaculados
provenientes de espermatéforos esclerotizados, como los de escorpiones, aporta
un nuevo ingrediente al estudio de la seleccién sexual, ya que nos enfrentamos
con un cierto valor teérico del eyaculado debido a la limitacion fisica en la
capacidad de transferencia impuesta por la dureza de la estructura. De este modo,
los machos podrian destinar un volumen menor de esperma pero no mayor a
dicho tope. Estudios adicionales en escorpiones tanto en lo funcional como en lo
comparativo seran de gran aporte para el conocimiento de la seleccién sexual

poscopulatoria en artrépodos.
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Conclusiones generales y perspectivas futuras

A lo largo de esta tesis se analizaron varios aspectos de la produccion
espermatica en escorpiones.

Los paquetes espermaticos mostraron una morfologia muy conservada a niveles
taxonomicos altos. Sin embargo la familia Bothriuridae mostré una gran diversidad
de formas. La cantidad de espermatozoides contenidos en los paquetes
espermaticos varia segun la especie. El largo de los paquetes ha sufrido una gran
variacion a nivel de géneros y familias influenciado en gran medida por el tipo de
plegamiento que puede existir. Se observan distintos tipos de agregacion que va
desde laxo hasta densamente plegado con presencia de membrana. La variacion
morfoldgica de grosor presente en las especies analizadas de Bothriuridae
respondié en general a una variacién normal de la poblacién con alguna influencia
de la temporada reproductiva sobre la aparicion de ciertas formas teratologicas.
No obtuvimos resultados conclusivos para la apariciéon de distintos grados de
plegamientos en algunas especies. Caraboctonus keyserlingi luridae mostro
fuertes indicios de un verdadero polimorfismo de paquetes espermaticos
probablemente ligado a su alto riesgo de competencia espermatica.

Los valores de concentracion de esperma variaron notablemente y estuvieron en
el orden de 107 espermatozoides/ml. La concentracién es menor en el
espermatoforo que en la vesicula seminal y el volumen transferido es menor que
el volumen total que es capaz de almacenar el espermataforo. El volumen de
esperma y su concentracion estarian relacionados positivamente. En
apareamientos sucesivos el conteo de esperma no mostré un patrdn claro. La
masa testicular influencié de manera positiva al volumen del espermatdéforo,
sugiriendo que testiculos mayores producen mayor volumen de eyaculado y como
la concentracion estaba relacionada directamente con el volumen se argumenta
que mayores testiculos producen mayor cantidad de esperma en los escorpiones.
La relacién positiva entre el nivel de poliandria y el tamario testicular sumado a la
produccion de eyaculados mayores da un fuerte argumento en favor de la teoria
que la competencia espermatica moldea aspectos de la biologia reproductiva en
escorpiones al igual que lo hace con otras especies de animales.

Las dificultades que aparecieron en el trabajo estuvieron ligadas a la
imposibilidad de acceder a material. Por un lado para el analisis de polimorfismo
hubo épocas en donde no se obtuvieron organismos por limitaciones en la
logistica del muestreo al igual que sucedid con algunos datos destinados a conteo

de esperma y sobre todo a variables ligadas al apareamiento como es el volumen
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de la gota transferida a la hembra. Por otro lado esta la limitacion en el numero de
individuos analizados por la imposibilidad de utilizar individuos de coleccion como
sucede por ejemplo en el analisis de masa testicular en vertebrados. También
hubo algunos problemas con la colecta de individuos de algunas especies que no
aparecieron en el campo.

En el futuro seria interesante sumar datos que refuercen las observaciones
hechas en este trabajo para mejorar el entendimiento de los patrones que aqui se
encontraron. Por ejemplo, seria interesante analizar la morfologia de los paquetes
espermaticos tomando a diferentes familias como modelo como ocurrié con
Bothriuridae, para corroborar que la diversidad es propia de la familia y no se da
por una falta de analisis exhaustivo en las demas familias. Por otro lado creo que
es imperativo el agregado de nuevas especies al andlisis de los érganos
reproductivos asi como también de la concentracion de esperma en los diferentes
sitios. También seria necesario ahondar en el analisis de la influencia de la época
reproductiva sobre la variacion del ancho de los paquetes espermaticos en Br.
ferrugineus. Ligado a este analisis seria muy interesante analizar el aparente
polimorfismo dentro de C. keyserlingi, un luridae que ademas es bastante
interesante desde el punto de vista de la competencia espermatica.

Por es muy importante el analisis del destino de los espermatozoides dentro del
tracto reproductivo femenino para avanzar en el conocimiento y tener una vision
mas general para poder entender aun mejor estos patrones propuestos. Dentro de
los aracnidos, las araias han sido bastante exploradas desde el punto de vista de
los fendmenos que ocurren en la hembra. Sin embargo hay todavia algunos
puntos oscuros que necesitan estudios. El esperma en arafias esta encapsulado
(Foelix, 1996). En general, el macho insemina a la hembra y de alli los
espermatozoides son llevados a los reservorios de esperma (Herberstein et al.,
2011). Este transporte es pasivo porque los espermatozoides siguen su
encapsulamiento hasta llegar al reservorio espermatico (Eberhard, 2004). Se
conoce que se activan en la espermateca de la hembra pero no se sabe bien el
mecanismo y tampoco se sabe si influye la hembra por separado o influyen ambos
sexos a la par (Herberstein et al., 2011). Una vez activados los espermatozoides
viajan activamente a través del ducto de fertilizacion hacia el sitio de fertilizacion.
De nuevo, aqui no hay precisiones sobre cual es el verdadero lugar de fertilizacion
pero se manejan varias hipoétesis (Foelix, 1996; Burger et al., 2006).

En escorpiones ocurriria algo similar, pero todavia hay muchas incégnitas. Luego
que los espermatozoides se liberan en el atrio femenino, son almacenados en los

receptaculos seminales. Estudios preliminares muestran que, en los paquetes
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espermaticos, los espermatozoides muestran dos tipos de movimientos, uno les
permite separarse entre ellos y el otro le permitiria trasladarse (Vrech observacion
personal). El primer movimiento deberia de aparecer cuando el paquete se
encuentra en el atrio femenino y el segundo seria facilitado quizas por la hembra
cuando los espermatozoides son almacenados. En Brachistosternus ferrugineus
(Bothriuridae) los espermatozoides almacenados se asocian al epitelio glandular
del receptaculo seminal, donde se cree recibirian algun tipo de nutricién para
mantenerse viables (Peretti y Battan-Horenstein, 2003), tal y como sucede en
otros organismos (Ashok, 2007; Han et al., 2008; Baer et al., 2009). Algunos
analisis preliminares en escorpiones sugieren que los espermatozoides serian
también activados en los sitios de almacenamiento. Luego los espermatozoides
pasarian al ovariutero para fertilizar los 6vulos que se encuentran dispersos por
los tubulos del ovariutero (Farley, 1999). Una caracteristica bastante particular es
que luego de la fertilizacién los embriones tienen un desarrollo viviparo y la
gestacion puede durar varios meses hasta mas de un afio (Polis y Sissom, 1990).
Para tener un conocimiento mas acabado de lo que sucede en la hembra se
necesita conocer como se disponen los espermatozoides en las espermatecas de
la mayoria de las especies, conocer la viabilidad y motilidad de los
espermatozoides que se encuentran almacenados en la espermateca desde el
apareamiento hasta la paricion y por ultimo ver que recorrido teérico hacen los
espermatozoides para fertilizar los diferentes 6vulos de la hembra. Este analisis es
prioritario a los fines de poder luego adentrarse en aspectos puntuales de
seleccion sexual poscopulatoria, tales como competencia espermatica directa y

paternidad diferencial entre machos competidores.
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