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Resumen

Los artrépodos no insectos comprenden una porcidn significativa de la biodiversidad
de la tierra e incluyen muchas especies de importancia econdmica y médica. La
quimiorrecepcion es una funcién bioldgica generalizada que es esencial para la
supervivencia, la reproduccién y la comunicacion social de los animales. Aunque los
mecanismos moleculares subyacentes a la quimiorrecepcidn son relativamente bien
conocidos en insectos, en particular en la mosca de la fruta Drosophila melanogaster,
existen pocos estudios en otros linajes importantes de artrépodos. En un trabajo de
gendmica comparada recientemente publicado, los autores sugieren la existencia de
numerosos genes relacionados con el sistema quimiosensorial de los quelicerados. Con
el fin de comprobar si estas superfamilias de genes se expresan y permiten la olfaccién
en aracnidos, hemos llevado a cabo una serie de experimentos de conducta en la
especie Dysdera verneaui, con el fin de demostrar si esta especie realmente es atraida
o repelida por distintas sustancias detectables mediante olfaccién.

Palabras clave: Dysdera verneaui, quimiorrecepcion, olfactdmetro, arafas, olfaccién

Abstract

Non-insect arthropods comprise a significant portion of the earth's biodiversity and
include many species of economic and medical importance. Chemoreception is a
generalized biological function that is essential for animal survival, reproduction and
social communication. Although the molecular mechanisms underlying
chemoreception are relatively well known in insects, particularly in the fruit fly
Drosophila melanogaster, studies concerning other major arthropod lineages are
scarce. A recent genetic study performed in the chemosensory system of chelicerates
has identified families of candidate genes similar to Drosophila olfactory genes. Here
we have carried out a series of experiments to verify whether a species of arachnid
(Dysdera verneaui) is attracted or repelled by different substances employing olfactory
cues. This will prove empirically if these newly discovered superfamilies of genes could
confer, or not, the ability to detect odors in spiders.

Key words: Dysdera verneaui, chemoreception, olfactometer, spiders, olfaction



Introduccidn

En los quelicerados, como en otros animales, el sistema quimiosensorial (CS) es
fundamental para la supervivencia, la reproduccién y la comunicacion social de los
individuos. La deteccién e integraciéon de las sefiales quimicas, incluido el olor y el
gusto, permiten a los organismos detectar alimentos, huéspedes y depredadores, y
con frecuencia desempefian un papel crucial en la comunicacién social (1). En la
actualidad los mecanismos moleculares subyacentes a la quimiorrecepcién son
relativamente bien conocidos en los insectos, pero poco se sabe de ellos en los
principales linajes de artrépodos (2).

En Drosophila melanogaster Meigen 1830 (Diptera, Drosophilidae), probablemente el
organismo mejor estudiado en este aspecto, los eventos periféricos se producen en
estructuras cuticulares especializadas (pelo sensorial o sensilas) que se distribuyen por
toda la superficie del cuerpo, con una prominente concentracién en antenas y palpos
maxilares (sensilas olfativas) o en los segmentos distales del tarso de las piernas
(sensilas gustativas) (3). En esta especie, las proteinas quimiorreceptoras, que se
encuentran en las membranas de las neuronas sensoriales que inervan la linfa de la
sensila, convierten la sefal quimica externa en una sefial eléctrica, que es procesada
posteriormente en regiones superiores del cerebro (4) (5). Dicha linfa contiene un
conjunto de pequeiias proteinas globulares muy abundantes que unen, solubilizan y
transportan los olores hasta el receptor presente en las neuronas quimiosensoriales (6)
(7).

El genoma de la mosca de la fruta codifica dos tipos diferentes de quimiorreceptores
de membrana que no estan relacionados filogenéticamente. El primer grupo
comprende la superfamilia de receptores olfativos (Or) y gustativos (Gr) de insectos y
comparten un ancestro comun (2) (8). El segundo grupo de quimiorreceptores codifica
la familia de genes del receptor ionotrépico (Ir), un linaje altamente divergente
relacionado con la superfamilia de receptores de glutamato ionotrépicos (iGIuR) que
se asocia tanto a las funciones del olfato como a las del gusto (9) (10) (11) (12).

Existen pocos estudios exhaustivos de la caracterizacién y clasificacidon de familias de
genes relacionados con el sistema quimiosensorial en genomas no pertenecientes a

insectos, con solo seis especies de artrépodos no insectos investigados hasta la fecha:



el crustdceo Daphnia pulex, los miridpodos Strigamia maritima y Trigoniulus corallinus,
y los quelicerados Ixodes scapularis, Metaseiulus occidentalis y Tetranychus urticae
(13) (14) (15) (16) (17) (18). Estos trabajos confirman que los quelicerados contienen
miembros de todas las familias de genes relacionados con el sistema quimiosensorial
de los insectos, con la Unica excepcion de la familia Or (12) (19).

En el caso de los aracnidos, los estudios transcriptomicos y en especial genémicos son
excesivamente complicados e incompletos. La razén estriba en el tamafio de sus
genomas, que en algunas especies duplica el genoma humano (6.500 millones de
bases), y en su enorme complejidad (grandes bloques de ADN repetitivo) que hacen
muy dificil el ensamblado y anotacién de genes (20).

No obstante, dos trabajos publicados en estos dos ultimos afios (2) (20) han
comenzado a arrojar luz en la busqueda de genes relacionados con el sistema
quimiosensorial en araiias. Asi, el andlisis comparado de transcriptomas en artréopodos
(20) ha permitido descubrir dos nuevas familias candidatas a formar parte del sistema
quimiosensorial en quelicerados: proteinas similares a proteinas de unién a odorantes
(del inglés, OBP—Ilike) y proteinas transportadoras candidatas (del inglés, CCP). La
familia génica OBP-like codifica proteinas con cierta secuencia y similitud estructural a
las OBP de insectos/hexapodos. Genes de esta familia también han sido identificados
en el genoma de los miridpodos (20), sugiriendo que esta familia génica es mas antigua
de lo que se suponia hasta ahora. En el caso de la familia CCP, citada por primera vez
en el transcriptoma de Dysdera silvatica Schmidt, 1981 (Araneae, Dysderidae),
contiene genes que se expresan diferencialmente en los supuestos apéndices
guimiosensoriales de esta arafia de manera similar a los genes Grs de Drosophila (20).
Aunque OBP-like y CCPs comparten algunas caracteristicas estructurales comunes con
otras proteinas del sistema quimiosensorial, sus posibles funciones como proteinas
guimiosensoriales y la medida en que estas proteinas estan presentes en los
artropodos estan por dilucidar (20) (21).

En este sentido, la Pardosa milvina Hentz 1844 (Araneae, Lycosidae) es una pequeia
arafia lobo que exhibe una gama de comportamientos antidepredadores, como la
congelacion, la escalada vertical y una actividad reducida cuando se expone a seda y
excrementos de la arafia lobo Hogna helluo Walckenaer 1837 (Araneae, Lycosidae)

(22) (23) (24). Mas, aun, un estudio ha revelado que P. milvina evita sustratos que han
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sido ocupados por H. helluo incluso antes de entrar en contacto fisico con ellos (22).
Este hallazgo sugiere que P. milvina puede detectar una sefial en el aire liberada por H.
helluo. (25). Por otro lado, la Evarcha culicivora Wesolowska & Jackson 2003 (Araneae,
Salticidae), una arafia saltadora del este de Africa especializada en alimentarse
indirectamente con sangre de vertebrados eligiendo mosquitos transportadores de
sangre puede identificar a una presa solo por la vista y el olor (26). Cuando la tarea de
Evarcha culicivora fue, a simple vista, encontrar un sefuelo, encontré mosquitos
significativamente mdas a menudo cuando el olor de los mosquitos estaba presente que
en ausencia del olor. Los resultados sugieren fuertemente que la prominencia de los
estimulos relacionados con la aparicién de mosquitos portadores de sangre aumenta
cuando el olor de esta presa esta presente (27).

A pesar del descubrimiento de estas familias génicas que podrian tener relacion con la
olfaccidén en arafias, es curioso que no hayamos encontrado en la bibliografia estudios
en los que se hayan llevado a cabo pruebas conductuales que permitan asegurar si
realmente las arafias son capaces de verse atraidas o repelidas ante estimulos
atrayentes o repelentes. Precisamente este hecho es el que nos ha motivado para
realizar el trabajo que nos ocupa.

En los analisis de transcriptémica comparada mencionados anteriormente, una de las
especies estudiadas (Dysdera silvatica) presenta especies hermanas en el archipiélago
canario. El género Dysdera estd constituido por un total de 282 especies (28)
ampliamente distribuidas, encontrdndose representantes del género en el
Mediterraneo, Europa Central y Medio Oriente (29). Curiosamente en Canarias este
género ha sufrido numerosos procesos de especiacién conociéndose en la actualidad
47 especies endémicas (30). Se trata principalmente de arafias cazadoras nocturnas
gue pasan el dia en capullos de seda bajo piedras o corteza. La familia Dysderidae es
conocida por su asociacién con el entorno hipogeo, que abarca desde especies de
trogloxenos (los que se encuentran accidentalmente en cuevas) hasta troglobios
extrictos (habitantes subterrdaneos obligados que muestran adaptaciones morfolégicas
para la vida en el subsuelo)(31). Estos habitos de caza nocturnos y su asociacién con
habitats subterrdneos le confieren a las especies de este género unas singulares
caracteristicas en donde estudiar si la percepcion olfativa podria llegar a jugar un papel

destacado en su etologia. Dentro de este género y en Tenerife, Dysdera verneaui
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Simon 1883 es la especie mas abundante y con la distribucion mas amplia en la isla

(32), por lo que ha sido en nuestro caso la especie idonea para realizar nuestro trabajo.

Objetivos

Se sabe que las araias reconocen moléculas quimicas, pero lo que se desconoce es si
poseen un sistema olfativo “per se”, ya que dicho reconocimiento podria producirse
por medio del sistema gustativo tras contacto. Es por ello que el objetivo de nuestro
estudio es determinar la capacidad de la especie Dysdera verneaui, como modelo de

aracnido, para percibir estimulos olfativos.



Material y metodos

Zonas de muestreo

Dos zonas de la Laurisilva de Anaga, Cortafuegos Cruz del Carmen (28,53532 N 16,2968
W) y Pista las Hiedras-Las Carboneras (28,5356 N 16,29881 W), dominadas por las
especies Laurus novocanariensis, llex canariensis y Persea indica, fueron muestreadas

los primeros dias de marzo de 2018.

Muestras

Un total de 20 individuos (10 hembras, 5 machos, 4 juveniles y 1 macho subadulto)
fueron capturados. Las arafias fueron recolectadas bajo piedras, troncos o en
pequefias cavidades de terraplenes. Los individuos fueron colocados directamente en
viales individuales 15 ml.

Ademas de individuos de la especie Dysdera verneaui, y con el fin de poder
alimentarlos en el laboratorio, también se procedid a la captura de dos géneros de
isopodos (Armadillidium vulgare y Porcellio sp.) asi como a la recogida de hojarasca,

para su utilizacién en los experimentos de conducta.

Mantenimiento de los ejemplares en el laboratorio

Para su mantenimiento en el laboratorio, las arafas fueron
colocadas individualmente en viales de 50 ml con una base de
yeso que se humedecia cada semana y tapas de gomaespuma

para permitir la aireacién (Figura 1). Previamente, las arafias se

identificaron y numeraron para permitir su seguimiento. Durante

todo el tiempo, los individuos se mantuvieron a temperatura : b

ambiente en un armario de 30 x 30 cm y en completa oscuridad ‘ Fio 1
ig 1.
dado sus habitos nocturnos (31). Por otra parte, los isépodos se Mantenimiento
i . ) de Dysdera
separaron por género y se colocaron en dos terrarios diferentes. verneaui

A lo largo de los experimentos, las aranas fueron alimentadas dos
veces. La primera vez, una semana después de la recoleccidn y la segunda vez una

semana antes de llevar a cabo el tercer bioensayo.



En la primera ocasidn, todas las arafias fueron alimentadas con isépodos del género
Porcellio con el fin de homogeneizar la situacion de partida de todos los individuos.

En la segunda ocasién y ante la escasez de isdpodos decidimos alimentarlas con larvas
de Tenebrio molitor Linnaeus, 1758 (Coleoptera, Tenebrionidae).

Todas las arafias empleadas en los bioensayos (5 hembras y 5 machos) sobrevivieron y

pudieron ser utilizadas para realizar las tres pruebas que habiamos disefiado.

El olfactémetro

El olfactémetro utilizado para los ensayos fue cedido amablemente por los miembros
del grupo de investigacion Ecologia y Evolucion en islas del Instituto de Productos
Naturales y Agrobiologia (IPNA, CSIC).

El sistema constaba de 3 camaras: una central y dos tréficas designadas
arbitrariamente con las letras B y D para referirnos a la camara izquierda y derecha,
respectivamente. Las cdmaras tréficas, conectadas a la cdmara central a través de
tubos de metacrilato (Figura 2), estdn conectadas a su vez a dos flujometros que
permiten medir y controlar la velocidad del aire y el caudal volumétrico que entra en el
sistema.

El aire, que procede de una bomba, pasa a través de un filtro de agua para cargarlo de
humedad y a continuacién a través de otro de carbono para ser purificado antes de
entrar en el sistema. Dos mangueras en las que se ramifica la salida del filtro de

carbono llevan el aire a cada una de las cdmaras tréficas mediante dos tubos (Figura 2).

Ba : Bomba de aire
Fa : Filtro de agua
Fc : Filtro de carbono
Ct : Camara tréfica
Cc: Camara central

‘—‘1 I B - D
et Ct Cc ct
. Fc
CEEmm—————

Tubo metacrilato (30x26)

Tubo macarron | Fig. 2. Esquema del olfactémetro utilizado, cedido por el
(= grupo “Ecologia y evolucion en islas” CSIC, IPNA.

Air Flowmeter
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Ensayos de olfaccion

Todos los ensayos fueron realizados a partir de las 17:00h para ajustarlo a la actividad
nocturna de las arafias. En cuanto a la duracién de los mismos se decidié emplear un
tiempo total de 60 minutos. Para ello tuvimos en cuenta que los primeros 5 minutos
podrian ser considerados como un periodo de habituacion al entorno, tras los cuales
comenzabamos a hacer pasar el aire a un flujo de 0,5L 02/min a través de las camaras
tréficas durante 55 minutos, permitiendo durante ese espacio de tiempo que la arafia
pudiera moverse por el olfactdmetro. Tras el ensayo, consideramos como eleccién
positiva por parte de la arafia una permanencia minima de 5 minutos en alguna de las
camaras troficas (B 6 D) del olfactdmetro. Una vez finalizada la prueba, el olfactometro
era desmontado y todas las piezas del equipo eran lavadas primero con agua del grifo,
luego con agua destilada para finalmente dejarlas secar al aire.

Dado el reducido niumero de individuos con los que contdbamos, se decidid realizar las
3 pruebas disefiadas con 5 machos y 5 hembras, los mismos ejemplares en todas las
pruebas.

La primera prueba consistié en valorar una posible tendencia lateral por parte de las
arafias. Para ello, y de forma individual cada vez, eran colocados en la cdmara central
del olfactdmetro sin ningun tipo de estimulante o repelente en las cdmaras troficas
(prueba control).

En una segunda prueba, se colocé en una de las cdmaras tréficas una cantidad de
hojarasca procedente del terrario en donde habian sido cultivados los isépodos
capturados en la naturaleza.

En el tercer y ultimo ensayo, se colocd un papel de filtro impregnado de un extracto de
isépodo del género Porcellio a una diluciéon 1:10. El extracto fue preparado mediante
homogeneizacion de un isépodo en un tubo Eppendorf con una varilla de vidrio en un

volumen final de 1mL de aceite de parafina estéril (Sigma-Aldrich).
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Analisis de los datos

Para determinar la atraccidn o repulsién, es decir el nimero de individuos que
mostraban una respuesta al ensayo de tipo positivo o negativo, respectivamente, se
determind una distribucién al azar de los mismos y se realizd una prueba de x?,
empleando el software Graphpad QuickCalcs.

(https://www.graphpad.com/quickcalcs/).
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Resultados y discusion

Pruebas comportamentales olfativas

En la Tabla 1 se recogen los resultados de las tres pruebas realizadas:

Control(D)/ Control(B)/ Control (B)/
blanco (B) hojarasca (D) extracto de presa (1:10) (D)
1 0 D B
2 0 0 B
Hembras 3 B D B
4 0 D 0
5 0 D B
11 B D 0
12 B D 0
Machos 13 0 0 B
14 0 B 0
15 D D B

Tabla 1. Resultados obtenidos con los 10 individuos de Dysdera verneaui en las pruebas
realizadas con el olfactometro. Blanco = prueba de lateralidad; Hojarasca = prueba con
hojarasca en una de las camaras troficas; extracto de presa = Prueba realizada con

papel impregnado en homogeneizado de isépodo en una cdmara trdfica.

Ensayo numero 1: Blanco

En esta primera prueba, 6 de las 10 arafias (60%) tras 1 hora no manifestaron ningun
tipo de atraccidn, permaneciendo en la camara central o en las conexiones entre la
camara central y las troéficas. Solo 4 de ellas fueron capaces de alcanzar las cdmaras
tréficas, de las cuales tres llegaron a la cdmara B y una a la D.

Este primer ensayo (control/blanco) nos permitié conocer el comportamiento de la
arafia en el olfactdmetro y sus respuestas en ausencia de estimulo olfativo alguno. Los
resultados pusieron de manifiesto que no habia ninguna tendencia predominante
hacia uno u otro lado del laberinto.

Los resultados observados (x*>= 0,4 p=0,5271; 1 g.l.) no son significativos, muestran un

comportamiento al azar de D. verneaui.

13



Tampoco se detectaron diferencias entre sexos, observandose que tanto los machos

como las hembras quedaron en cdmara central, cdmara By camara D.

Ensayo numero 2: Hojarasca

En la segunda prueba, con el fin de comprobar si la hojarasca donde habian estado los
isopodos presentaba algun tipo de estimulo olfativo, una pequefia muestra de
hojarasca fue colocada en el interior de la cdmara tréfica D (ver Material y Métodos).
Los resultados muestran que 7 de las 10 arafias (70%) recorrieron el conducto hacia el
lado D, entraron en la caja y en contacto con la hojarasca durante el experimento; 2 de
ellas (20%) recorrieron el olfactdmetro sin llegar a caer en ninguna caja lateral, y tan
solo una (10%) escogid la caja B.

Los resultados indican que las arafas presentan wuna atraccién olfativa
estadisticamente significativa por la hojarasca (x> = 4,5 p=0,03; 1 g.l.) si solo
consideramos las arafias que llegaron alcanzar alguna de las cdmaras troficas (8), pero
también (x> = 6,3 p=0,04; 2 g.l.) si consideramos la totalidad de los individuos y una
misma probabilidad de caer en cualquiera de las tres camaras.

No se han observado diferencias significativas entre machos y hembras: solo 1 hembra
(20%) no llegd a la hojarasca, mientras que en el caso de los machos 1 no llegd y el

otro fue hacia el lado contrario (B).

Ensayo numero 3: Extracto de presa

La tercera prueba nos permitié comprobar si los individuos se veian atraidos por el olor
de sus presas y confirmar si dicha atraccion no fuera debida a que la arafia pudiera
detectar las vibraciones causadas por el movimiento de sus presas. Para ello, se
procedid a colocar en la cdmara D un papel de filtro impregnado con 200uL de un
extracto de presa (Porcellio) en aceite de parafina, a una concentracién muy elevada
(1:10) (ver Materiales y métodos). En este caso, un 60% de los individuos recorrieron el
brazo y cayeron en la caja B (que contenia un papel de filtro sin olor), mientras que el
otro 40% no llegd a dirigirse a ninguna de las cajas. Es de destacar que ninguna de las
arafias se vio atraida por el extracto de presa. Al contrario, todos aquellos que se
movieron lo hicieron justamente hacia la camara donde no habia ningun olor. Los

resultados indican que no existen evidencias significativas en cuanto a la preferencia
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por un lado u otro (x*= 0,4 p=0,5271; 1 g.l.). Sin embargo, si consideramos Unicamente
los individuos que han caido en alguna de las cajas vemos una tendencia significativa
(x*> = 6 p=0,04; 0,0143 g.l.) a preferir dirigirse y caer en la caja contraria (B) al extracto
de presa.

Se detectaron diferencias entre sexos, observdndose que en el caso de los machos, el
60% (3 individuos) no cayd en ninguna caja, mientras que en el caso de las hembras
solo el 20% (1 individuo) no cayé en ninguna caja.

Tras los resultados observados, cabe destacar que, en general, las arafias no han
mostrado una gran actividad a lo largo de nuestras pruebas conductuales. Cuando eran
colocadas en el olfactémetro muchas de ellas se limitaban a explorar en busca de un
lugar donde refugiarse, otras se tomaban mas tiempo recorriendo el aparato pero
solian hacer largas pausas entre cortos periodos de movimiento. Asimismo, merece
destacar que si bien el nUmero de machos y hembras (5 en cada caso) es realmente
bajo, en ninguna de las pruebas se observaron diferencias conductuales aparentes
entre machos y hembras.

Estas pruebas comportamentales indican que las arafias de la especie Dysdera
verneaui muestran evidencias de presentar una deteccidon quimiosensorial basada en
la olfaccidon. Asi, mientras que en el caso de la hojarasca, extraida del habitat natural
de estas arafias la respuesta es mayoritariamente atrayente, en el caso del extracto
muy concentrado de presa su comportamiento es totalmente opuesto, es decir, una
evitacion de la caja en donde estaba contenido el extracto de presa.
Remarcablemente, las aranas se han alejado de un olor muy concentrado hacia el lado
contrario a pesar de tratarse de un olor de presa. Este comportamiento de evitacion a
altas dosis de un olor se ha observado también en experimentos realizados en el
insecto Drosophila melanogaster. En este insecto, altas concentraciones de una gran
diversidad de olores (desde 1:1000 a 1:10) son capaces de generar respuestas muy

repelentes e indices olfativos muy negativos frente a esos olores (33).
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A partir de los resultados obtenidos se proponen una nueva serie de pruebas a llevar a

cabo en el futuro:

1.- Realizar pruebas comportamentales usando un extracto de presa a diferentes
concentraciones (variar desde 1:1000 hasta 1:10000) y observar cémo reaccionan
los individuos ante las diferentes concentraciones (si se siguen viendo repelidos
por el olor o, por el contrario, se sienten atraidas por extractos de presa a
concentraciones inferiores).

2.- Realizar un estudio anatémico y morfolédgico en el cerebro de estas araias para
observar la existencia en el cerebro de posibles estructuras olfativas, similares a

los I6bulos antenales o la Corpora Pedunculata encontrada en el cerebro de

insectos (34).

16



Conclusiones

1. Este estudio aporta indicios sobre la existencia de un mecanismo de
guimiorrecepcidn olfativa, lo que abre paso a nuevos estudios a nivel genético,
mediante la identificacién de genes y proteinas relacionados con el sistema
quimiosensorial, y a nivel anatdomico y morfoldgico, en busca de estructuras

relacionadas con la olfaccidn en el cerebro de esta especie.

Conclusions

1. This study provides evidence on the existence of an olfactory chemoreception
mechanism, which opens the way to new studies at the genetic level, by
identifying genes and proteins related to the chemosensory system, and at an
anatomical and morphological level, in search of structures related to the

olfaction in the brain of this species.
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