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1. Resumen

Con el deseo de conocer las comunidades aracnidas de la comarca de la Bahia de
Céadiz, se han llevado a cabo una serie de muestreos en dos zonas de pinar
pertenecientes a Puerto Real: el Pinar de la Algaida y Las Canteras. Los muestreos
se hicieron entre el verano de 2020 y junio de 2021. En este estudio se recogieron 289
individuos pertenecientes a 24 familias, 34 géneros y 31 especies, entre las que
destacan las familias Theridiidae, Salticidae y Linyphiidae debido a su gran presencia.
Tras el estudio estadistico, las curvas de rarefaccion nos revelan que las poblaciones
en las dos zonas de muestreo son similares en cuanto a especies esperadas. El indice
de Jaccard nos muestra que las familias en las dos zonas son practicamente idénticas,
en cuanto a los taxones encontrados, si podemos observar diferencias significativas
entre ambas zonas. Ademas, se ha hecho un primer acercamiento hacia el uso de

cédigos de barras mitocondriales del gen COI para su futura secuenciacion.

Abstract

With the objective to know the arachnid communities of the region of the Bay of Cadiz,
a series of samplings have been carried out in two pine forest areas belonging to
Puerto Real: the Pinar de la Algaida and Las Canteras. These samplings have been
done between the summer of 2020 and June 2021. In this study, a total of 289 spiders
belonging to 24 families, 34 genera and 31 species were collected. The families
Theridiidae, Salticidae and Linyphiidae stand out due to their large presence. The
rarefaction curves reveal that the populations in the two sampling areas are similar in
terms of expected species. The Jaccard index shows us that the families in the two
zones are practically identical. As for the taxa found, we can observe significant
differences between the two zones. A first approach has been made towards the use

of mitochondrial barcoding of the COI gene for future sequencing.



2. Introduccién

Las arafias son artropodos pertenecientes al orden Araneae, clase Arachnida,
subfilo Chelicerata. Se encuentran entre los 6rdenes mas diversos de artropodos, con
una amplia distribucién mundial, estando presentes en todos los hébitats terrestres.
Se han descrito mas de 40.000 especies, agrupadas en 109 familias (Nentwig y
Kobelt, 2010).

En Espafia se han citado 1.493 especies, agrupadas en 56 familias y 402
géneros, de las cuales 282 de ellas son endémicas de la peninsula ibérica. (Branco et
al., 2019). Actualmente en Cadiz hay descritas 264 especies pertenecientes a 42
familias (Sanchez Garcia, 2012; Sdnchez y Bosmans, 2017), por lo que podemos decir
gue el conocimiento de este grupo en la provincia aun no es suficiente.

Las araflas son depredadoras principalmente de insectos, siendo de gran
importancia ecoldgica ya que controlan las poblaciones de estos (Yadav, 2019).
Algunas especies son extremadamente sensibles a cambios ambientales, y se pueden

usar como bioindicadores de las condiciones ambientales (Ghione et al., 2017).

2.1 Anatomia

Para poder estudiar y determinar las arafas, es importante saber identificar los
elementos de su anatomia. El cuerpo de la arafia esta diferenciado en dos partes, la
parte anterior o prosoma y la parte posterior u opistosoma, separados por un
estrangulamiento o pedicelo.

En la porcion ventral del prosoma se encuentra una placa esclerosada
denominada escudo prosémico, asi como el esternén y las piezas labiales, que son
elementos importantes para la identificacién de algunas familias (Martinez Pérez y
Baz Ramos, 2010). En la porcion anterodorsal del prosoma se encuentran los 0jos,
siendo ocho el nimero normal, pero pudiendo verse reducido a seis en el caso de las
arafias haploginas o ninguno en algunas especies cavernicolas (Martinez Pérez y Baz
Ramos, 2010). En el prosoma, se encuentran ademas, seis pares de apéndices que
serian, en orden anteroposterior, los queliceros, los pedipalpos y cuatro pares de
patas marchadoras. Los queliceros son de vital importancia para la alimentacion, y a
ellos se encuentran asociados las glandulas del veneno (a excepcion de los ulobéridos
(Weng et al,. 2006)). Los pedipalpos sufren una fuerte modificacién en los machos a

través del desarrollo del cimbio. Esta transformacion sirve para la inseminacion de la



hembra. Por ultimo, los cuatro pares de patas marchadoras, que se dividen en coxa,
trocanter, fémur, patela, tibia, metatarso y tarso. (Figura 2.1)

DORSAL VENTRAL
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VENTRAL DORSAL
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Figura 2.1: Esquema de la morfologia del prosoma de una arafia. Recuperado de Grismado et al.,
2014.

Las patas siempre acaban en dos o tres ufias en funcién del modo de vida de
la especie en cuestion, asi las arafas tejedoras (arafias que usan su tela para cazar)
tienen tres uias, siendo la tercera la que permite a estas manejar y caminar mejor por
la tela. Las arafas que tienen dos ufias suelen ser arafas errantes (aquellas arafias
gue no usan su tela para cazar) y presentan un penacho de pelos que les ayudan a
adherirse mejor al sustrato (Martinez Pérez y Baz Ramos, 2010).

Las arafias se dividen en dos grandes grupos segun la posicion de sus
gueliceros: Ortognatas o migalomorfas y labidognata o arenomorfas. Las ortognatas
son las arafias conocidas como tarantulas, y las labidgnatas, son consideradas arafias
verdaderas. Los ortognatos tienen las ufias de los queliceros paralelas entre si
apuntando hacia el cuerpo de la arafa. Los labidognatos, por otra parte, tienen las
uias perpendiculares entre si, apuntando la una a la otra. (Figura 2.3)

En los queliceros desembocan las glandulas de veneno, veneno que es usado por las
arafias para matar a sus presas o como mecanismo de defensa frente a sus
depredadores. El veneno generalmente se inyecta en las presas a través de un
conducto en los colmillos (King, 2004). En Espafa solo hay tres géneros que pueden
ser peligrosos, aunque no mortales, para el ser humano (géneros Latrodectus,

Steatoda y Loxosceles) (Melic, 1995).



Figura 2.2: Comparacion de los queliceros de una arafia araneomorfa y una arafia migalomorfa.

Recuperado de Melic, 2015.

Por otra parte, en el opistosoma podemos observar el surco epigastrico con el orificio

genital (modificado en un epigino en el caso de las hembras), orificios respiratorios y

las hileras de la seda, que estan en relacion con las glandulas sericigenas

encargadas de su fabricacion y cuya salida al exterior tiene lugar a través de

numerosos poros (Martinez Pérez y Baz Ramos, 2010). (Figura 2.3)
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Figura 2.3: Esquema de la morfologia exterior de una arafia. Recuperado de Grismado et al., 2014

Las hileras o espineretas (Figura 2.2) son parte importante de la arafa

encargadas de la formacion y estructuracion de la seda (Lagos, 2001). Todas las



arafas producen seda, que puede ser utilizada de distintas formas, ya sea como
método de captura, para forrar los nidos y asi sentir las vibraciones de alrededor para
identificar peligros o posibles presas, como saco para los huevos o para volar
(ballooning) (Bell et al., 2005).

2.2 Ciclo Biolégico y reproduccion

Las arafias presentan dimorfismo sexual. EI macho suele ser de menor tamafio
e incluso de colores diferentes a las hembras. Llegada la madurez y después de la
tltima muda, momento en el que se modifican los palpos, el macho comienza el
proceso de la fecundacion. Deposita una gota de liquido espermatico, para proceder
después a cargar los bulbos de sus palpos. Con los bulbos cargados de esperma,
parte en busca de una hembra (Almada y Medrano, 2006).

Cuando el macho halla a la hembra, la corteja con rituales elaborados, en un
intento por no ser devorados por la hembra. El ritual puede incluir desde danzas, hasta
gue el macho obsequie a la hembra con una presa envuelta en seda, lo que en algunas
especies ha evolucionado hasta ser sélo una bolsa de seda, desprovista de contenido
(Legarralde et al., 2007).

La copula consiste en la descarga de los bulbos de los palpos del macho en la
abertura genital de la hembra, quedando el esperma depositado en las espermatecas
(Almada y Medrano, 2006). La hembra tiene una especie de bolsita de forma esférica
dentro de la cual deposita los huevos (Legarralde et al., 2007), a la vez que los fecunda
con el liquido espermatico reservado en sus espermatecas. La hembra envuelve los
huevos y forma una ooteca que esconde, lleva consigo o cuelga de un hilo de seda y

gue en general vigila y protege (Almada y Medrano, 2006). (Figura 2.4)



Figura 2.4: Una arafia cargando con su ooteca. Recuperado de Nentwig y Kobelt, 2010

Tras la salida del huevo los juveniles tienden a mantenerse juntos algunos dias
sin alimentarse, para posteriormente mudar y dispersarse. El nUumero de mudas que
requieren las arafias durante el desarrollo hasta convertirse en adultas es bastante
variable, desde cuatro o cinco mudas en arafias de pequefio tamafo, siete u ocho en
arafias de tamafio medio y hasta mas de 20 en arafias grandes. Para casi todas las
arafias podria decirse que el ciclo de vida varia entre ocho meses y cuatro afos,
aunqgue algunas especies de pequefio tamafio viven menos de seis meses y otras,
como los grandes migalomorfos, mas de 25 afios (Martinez Pérez y Baz Ramos,
2010).

2.3 Ecologia

Las araflas son animales poco agresivos, pero también poco gregarios,
viviendo la mayor parte de los casos, en lugares oscuros y humedos, aisladas de sus
congéneres en nidos, telas o cuevas, entre el follaje debajo de las piedras, hendiduras,
etc. (Almada y Medrano, 2006).

Las arafias son esencialmente depredadoras de insectos e indudablemente, el
grupo de aracnidos dominante en practicamente todos los habitats, ademas de ser
uno de los grupos de predadores mas comunes en los agroecosistemas (Martinez
Pérez y Baz Ramos, 2010), por lo que tienen un gran papel en el control biolégico de

las poblaciones de insectos. En general, las arafias practican dos tipos de estrategias



de caza: las telas de capturas (Figura 2.5) y la caza activa (Figura 2.6), que consiste
bien en la localizacion, persecucion y captura de la presa, o bien en la emboscada
(Melic, 2015). Segun el gremio, que es un grupo de especies que explota los mismos
recursos usando un procedimiento similar para capturar sus presas (Uetz et al.,1999),
se pueden dividir las familias telas espaciales (familias Theridiidae y Dictynidae), telas
orbiculares (familias Araneidae y Uloboridae), telas laminares (familias Linyphiidae y
Agelenidae), cazadoras en las hojas (familias Miturgidae, Clubionidae y Sparassidae),
cazadoras al acecho (familias Thomisidae, Philodromidae y Pisauridae), cazadoras
por acoso (familias Salticidae, Oxyopidae y Mimetidae) y cazadoras de suelo (familias

Corinnidae, Gnaphosidae, Lycosidae y Zodariidae) (Barrientos, 2010).

Figura 2.5: Argiope trifasciata en su tela de captura. Recuperado de Sanchez, 2012.



Figura 2.6: Salticidae alimentandose tras cazar una presa. Recuperado de Barrientos, 2010.

Las araflas solo pueden alimentarse de comida fluida, predigerida
externamente, para ello abren la presa con sus queliceros e inyectan enzimas
digestivas que licuan los tejidos, los cuales absorben luego hasta dejar solo la cascara
quitinosa o los restos no digeribles de la presa (Almada y Medrano, 2006).

La reaccion humana frente a las arafias es generalmente de rechazo. Las
arafias son temidas ya sea por el nUmero de patas, por el desconocimiento sobre
estas o por el peligro que supone su picadura (aunque en Espafia, en la mayoria de
los casos la picadura no tiene mayores efectos). Sin embargo, la aracnofobia es un
trastorno muy difundido en la poblacién en general (Maguifia-Vargas, 2005).

Hay algunas arafias que se han adaptado a vivir en los ambientes modificados
por el hombre. Son las llamadas arafias antropofilicas, aquellas arafias que suelen
habitar en el interior de las casas o en sus alrededores, o bien en diversos tipos de

construcciones humanas (Martinez Pérez y Baz Ramos, 2010).

2.4 Caracterizacion por técnicas de biologia molecular.

Uno de los desafios mas importantes de la biologia de la conservacion es el
monitoreo a largo plazo de la biodiversidad. Para evaluar correctamente el estado de
conservacion de los habitats y el impacto antropogénico que sufren, se requiere de un
conocimiento suficiente a nivel regional de la composicion de las especies de los

ambientes naturales.



Un método prometedor para afrontar estos retos es el cédigo de barras de ADN
(Hebert et al., 2003), una técnica que utiliza los caracteres taxonomicos discretos,
faciles de homologar y bien cuantificables, contenidos en los datos de secuencias de
ADN, para la identificacion de especies estandarizadas de forma rapida y
relativamente econdémica. La codificacion de codigos de ADN depende de bajos
niveles de variacion intraespecifica, frente a una marcada diferenciacion genética
interespecifica, lo que se ha venido en llamar la "brecha de codigos de barras".
Distintos trabajos desarrollados en Centroeuropa y Canada ponen de manifiesto su
utilidad en la determinacion de las arafias (Candek y Kuntner, 2015; Barrett y Hebert,
2005; Astrin et al., 2016; Blagoev et al., 2016). A pesar de todos los progresos
realizados, estos estudios deben contrastarse con el trabajo de los taxdnomos puesto
gue, en ultima instancia, nada podra sustituir totalmente las observaciones y
colecciones realizadas por los naturalistas en el campo (Prendini, 2005). Resulta
evidente que la estrategia que implementa los cédigos de barras debe entenderse
como un complemento a la taxonomia clasica que posibilita el contraste de la

informacion (Hajibabaei et al., 2007).

2.5 Justificacion

Como se ha mencionado anteriormente, el estudio de la aracnofauna de
Espafa es escaso. Solo en Espafa se estiman 1.493 especies pertenecientes a 56
familias (Branco et al., 2019) y, actualmente, en Cadiz hay descritas 264 especies
pertenecientes a 42 familias (Sanchez, 2017) por lo que podemos decir que el

conocimiento de este grupo en la provincia aun no es suficiente.

3. Objetivos

Generales
¢ Determinar las especies que constituyen la aracnofauna de la Bahia de Cadiz.
o Determinar la fenologia de las especies detectadas.
Especificos
e Caracterizacion, por técnicas de biologia molecular (amplificacién mediante
PCR y secuencia del ADN) de las distintas especies de arafas capturadas en

el muestreo realizado en la provincia de Cadiz.



4. Material y método

4.1 Ambito geograéfico

El muestreo se realizé en dos pinares de la provincia de C&diz, situados
concretamente en el municipio de Puerto Real. Uno de ellos esté situado en el Parque
Metropolitano Marisma de los Torufios y Pinar de la Algaida y el otro en el Parque de
las Canteras, siendo estos pertenecientes a la comarca de la Bahia de Cadiz.

El pinar de La Algaida esta situado en las inmediaciones del rio San Pedro (36° 32°57""
N 6° 12°18"" W) y consta de dos areas bien diferenciadas, una de ellas de humedal y

otra de pinar y abarca una superficie de 1.000 hectareas. (Figura 4.1)
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Figura 4.1: Vista aérea de la zona de la Algaida. Recuperado de Google earth, 2021.

Las Canteras (36°3214'N 6°1103'0), sin embargo, esta formado

exclusivamente por pinar con una superficie aproximada de 25 hectéareas. (Figura 4.2)
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Figura 4.2: Vista aérea de la zona de las Canteras. Recuperado Google earth, 2021.
En estas zonas son dominantes los arenales y suelos calizos (Figura 4.3).

Ademés, el éarea de muestreo se encuentra dentro del piso bioclimatico

termomediterraneo con un ombrotipo de seco a subhimedo, donde no existen heladas

debido a la influencia del matr.
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174 Conglomerados, areniscas, gravas, arenas, limos y arcillas
165 Margas, calcarenitas, limos, areniscas y conglomerados

Figura 4.3: Mapa de los tipos de suelos. Adaptados de IGME, 2015 y Google earth, 2021.
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La vegetacion fue recogida en primavera, ya que es el momento donde salen
mas especies herbaceas de caracter anual. Podemos encontrar Acis autumnalis,
Aristolochia baetica, Asphodelus ramosus, Carduus pycnocephalus, Chamaerops
humilis, Cistus Salvifolius, Erodium cicutarium, Juncus conglomeratus,Ligustrum
sinense y Rhaponticum coniferum entre otras especies vegetales (Rivas y Gandullo,
1987).

Aungue ambas zonas sean pinares, en La Algaida hay tres especies diferentes
de pinos, Pinus pinea, Pinus pinaster y Pinus sylvestris, mientras que en Las Canteras
se encuentra un solo tipo, Pinus pinea. Por otro lado, la especie arbustiva mas
abundante de Las Canteras es la Pistacea lentiscus, sin embargo, en La Algaida las
plantas del género Juniperus conforman la mayor parte de la zona arbustiva, aunque
esta no es la Unica especie de arbusto que podemos encontrar ya que, por ejemplo,

Cistus salviifolius y Smilax aspera también estan presentes.

= — -
P i ’ ]

Figura 4.4: Pinar de las Canteras.
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Figura 4.5: Parque de La Algaida.

Para ver si las condiciones ambientales afectan a la aracnofauna presente es
necesario obtener datos de dichas condiciones en las zonas de estudio. Los datos se

recogieron en la pagina de la junta de Andalucia (Listado de Estaciones | Instituto de

Investigacion y Formacioén Agraria vy Pesquera (IFAPA) (juntadeandalucia.es)). Sin

embargo, no hay informacién de la localidad de Puerto Real por lo que contamos con
datos estimados que obtuvimos de una localidad cercana a ambas zonas de muestreo,
El Puerto de Santa Maria. (Figura 4.5)

Temperatura (°C) Precipitacion (mm) Humedad (%)
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Figura 4.5: Tabla de datos de
Temperatura, precipitacion y humedad relativa de la localidad del Puerto de Santa Maria (2020-2021)
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La captura se realizd de forma directa, recorriendo la mayor superficie posible
en los dos pinares por periodos aproximados de tres horas por muestreo, siendo todos
ellos por la mafnana.

El muestreo empezo en los meses de agosto y septiembre de 2020, y se retomo
de febrero hasta mayo de 2021. (Tabla 4.1)

Tabla 4.1: Representacion de las fechas de captura en las diferentes zonas de muestreo.

29 de agosto y 4 de | 28 de febreroy 1 de
septiembre i 30 de marzo 7 de mayo
20 y 25 de agosto elide f;b;;rg ¥ 2de 29 de marzo 8 de mayo

4.2 Proceso de captura, fijacién, observacién y conservacion.

En las dos zonas de muestreo, la captura se realizé mediante colecta manual
y captura activa. La colecta manual consiste en la captura directa de individuos,
caminando y recogiendo las arafias que se ven. Estas se capturan con ayuda de unas
pinzas y unos tubos de plastico con alcohol al 70%. (Gomez y Jones, 2002).
En este caso, las arafias fueron recogidas con pinzas y una lupa cazadora de insectos
(Figura 4.5) y, posteriormente, fueron guardadas en botes con alcohol al 70% y

etiquetados con la fecha y zona de muestreo.

Figura 4.5: Lupa cazadora de insectos.

La determinacion de los individuos se llevé a cabo usando una lupa binocular
para observar caracteres morfolégicos de especial interés para la determinacion de
género y especie, como son el numero y la disposicion de los ojos, el numero de uias,
y la forma de los pedipalpos en el caso de los machos reproductores o el epigino en
el caso de las hembras. Para poder realizar la determinacion, la arafia se coloca en

un bloque de vidrio para microscopio Hecht, con alcohol al 70%. Para observar a los
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individuos, se usaron unas pinzas sin dientes de punta fina con el fin de poder
manipular mejor a los ejemplares.

Una vez determinada la familia, y en el caso que sea posible, el género y la
especie, los ejemplares se guardan en botes con suficiente alcohol al 70% para evitar
gue se pudran las muestras y se organizan en funcién de la fecha y lugar del muestreo.
Para tener los datos organizados y poder hacer el estudio estadistico, los datos se
guardaron en una tabla Excel donde se especifica familia, género, especie, zona de

muestreo y fecha.

4.3 Relacion de claves utilizadas

Para la determinacion de los individuos se utilizé la clave de Araneae spiders

of Europe editado por Nentwig et al. araneae - Home (nmbe.ch). Una vez determinado

el individuo, se comparan con imagenes sacadas de Les araignées de Belgique et de

France (piwigo.com) y Wiki de la sociedad aracnoldgica E. V. (arages.de).

El primer paso para determinar las arafias es ver la posicion de sus queliceros.
Si los queliceros son paralelos dichas arafias son parte del grupo de las ortognatas y,

si por el contrario, tienen los colmillos enfrentados son labidognatas. (Figura 4.6)

Figura 4.6: Disposiciéon de los queliceros de Ortognata. Recuperado de Kraus y Baur, 1974 y

Labidonata. Recuperado de Jocqué y Dippenaar-Schoeman, 2007.

Dentro del grupo de las labidognatas debemos fijarnos primero en su
disposicion ocular para descartar que se trate de una Salticidae, ya que esta familia

posee una posicion de los ojos muy caracteristica. (Figura 4.7)
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Figura 4.7: Vision frontal de la disposicion ocular de una arafia de la familia Salticidae. Recuperado de

Heimer y Nentwig, 1991.

Si no se trata de una arafia de esta familia debemos proseguir mirando el
namero de hileras visibles, ya que pueden darse tanto un par visible como tres pares
visibles. En el caso de que posea tres pares visibles habria que observar el nUmero
de ojos presentes y su disposicién para comprobar si existen coincidencias con alguna
familia como Lycosidae, Pisauridae o Thomisidae si tienen ocho ojos (Figura 4.8), o

Sicariidae o Pholcidae en el caso de tener seis. (Figura 4.9)

* -
L J ®
L J LJ

Figura 4.8: Vision frontal de la disposicion ocular de arafas de la familia Lycosidae. Recuperado de
Roberts, 1995, vision frontal de una arafia de la familia Pisauridae. Recuperado de Roberts, 1995 y
vision cenital de la posicién de los ojos de una arafia de la familia Thomisidae. Recuperado de Heimer
y Nentwig, 1991.
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Figura 4.9: Visién cenital de la disposicién ocular de una arafia de la familia Pholcidae. Recuperado de

Miller y Zitnanska, 1976 y de una arafia de la familia Sicariidae. Recuperado de Drensky, 1939.

Si no coinciden con ninguna de las familias mencionadas anteriormente, se
hace un recuento de las uiias que posee la arafia. Esto nos ayuda a saber si se trata
de una arafia corredora en el caso de que tenga dos ufias o si, por el contrario, forma
parte de las arafias cazadoras con red que tienen tres ufias. En el caso de que tenga
tres ufias pasamos a determinar el nUmero de tricobrotias presentes (Figura 4.10). Las
tricobrotias son pequefios pelos muy delgados de caracter sensitivo y pueden darse o
bien entre cero y dos o bien mas de dos en cada pata del ejemplar.

Figura 4.10: Representacion de las tricobrotias en el tarso de una arafia. Recuperado de Barth, 2002.

En el resto de los casos se comparan las caracteristicas morfolégicas de la
arafia con las mas representativas o importantes de cada familia, como puede ser
observar el tamafio del clipelo para diferenciar entre Araneidae y Linyphiidae, o ver si

tiene un par de ojos deformados y las hileras cilindricas como en el caso de los
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Gnaphosidae, si son cribeladas o no, si sus queliceros presentan o carecen de
dientes, etc.

4.4 Estudio estadistico.

La imposibilidad de registrar el total de especies durante un trabajo de muestreo
es un grave problema metodoldgico en los estudios de la biodiversidad (Jiménez-
Valverde y Hortal, 2003), por ello se hace un estudio estadistico, para que los datos
obtenidos se ajusten mas a la realidad.

Los individuos ya determinados se metieron en un documento Excel donde se
realiz6 una hoja de presencia y ausencia y de abundancia. A continuacion, en el
programa EstimateS (Colwell y Elsensohn, 2014), una aplicacién de software libre que
calcula una multitud de estadisticas de la biodiversidad e indices basados en los datos

de muestreo bidtico (Estimaciones: Estimacion de la biodiversidad (uconn.edu)), se

introdujeron los datos de las familias separadas por cada zona de muestreo y se
realizé una curva de rarefaccion segun el nimero de individuos. Estas curvas tienen
como finalidad estimar el nUmero de especies esperadas en el caso de que todas las
réplicas tuvieran el mismo numero de ejemplares capturados (Jiménez-Valverde y
Hortal, 2003) y se utilizan en el caso de que se den réplicas de tamafio desigual, por
lo que reduce la réplica de mayor tamafio para equipararse con la que tiene menor
tamafio (Villareal et al., 2006).

Ademas, se realizé una curva de rarefaccion para la que se utilizo el indice de
Chao 2 en lugar de las especies esperadas. Chao 2 estima el nUmero de especies
esperadas teniendo en cuenta la relacion entre el nUmero de taxones unicos, aquellos
gue solo aparecen en una zona, y el numero de taxones duplicados, los cuales
aparecen compartidas en las dos zonas (Villareal et al., 2006).

Con la curva de rarefaccién se puede obtener la diversidad alfa, es decir, el
numero de taxones especificos de cada habitat.
Por ultimo, se calculo la diversidad beta, es decir, el nUmero de especies compartidas
respecto al nimero total de especies exclusivas (Villareal et al., 2006).

Con objeto de clasificar a los individuos en grupos homogéneos, procedemos
a realizar un analisis Cluster. El analisis cluster o de conglomerados, se basa en el
agrupamiento de individuos a partir de una matriz de distancia. La herramienta

empleada para llevarlo a cabo sera el sotware Rstudio. En este caso, para realizar
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esta parte del analisis estadistico se ha utilizado el paquete Vegan (Oksanen et al.,
2013) en el entorno R (R Core Team, 2016). Hemos optado por utilizar el andlisis de
conglomerados para medir la similitud entre los objetos (modo Q) (Legendre y
Legendre, 2012) mediante la aplicacion del algoritmo de particion K-means en el
meétodo de agrupacion de varianza minima de Ward (funcién hclust y ward. D2 opcion

del paquete estadistico) (Murtagh y Legendre 2014).

4.5 Métodos moleculares

Para la caracterizacién molecular de los ejemplares se va a utilizar una ventana
seleccionada del marcador mitocondrial COI (citocromo oxidasa |) con una longitud
media de secuencia de alrededor de 650 pares de bases (pb).

El ADN gendmico total se extraera de las patas de los especimenes en estudio

mediante la aplicacion de métodos basados en la silica, siguiendo las indicaciones del
fabricante del Kit Cytiva illustra™ Tissue and Cells genomicPrep Mini Spin Kit. En el
caso de los ejemplares de menor tamafio la extraccidén sera no destructiva, ya que se
pueden recuperar las estructuras que componen el exoesqueleto del animal una vez
gue se ha realizado la lisis de los tejidos blandos.
La amplificacién del ADN se realizara mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para la region 5 'del gen de la subunidad 1 de la citocromo ¢ oxidasa
mitocondrial (COI), en mezclas de reaccion totales de 50 pl, incluyendo 5 pl de molde
de ADN no diluido, 1,2 pl de cada cebador (10 pmol/ul), y cantidades estandar de los
reactivos proporcionados con el kit Cytiva illustra™ Tissue and Cells genomicPrep
Mini Spin Kit. Salvo ajustes ulteriores, nuestro disefio incluye amplificacién utilizando
un programa de PCR con dos conjuntos de ciclos resultado de la combinacion de un
"reverse touchdown" y una rutina de arranque. Todo ello se realizé en un termociclador
Bio-Rad® mediante los siguientes pasos:

- Paso 1: 98.0 °C durante 60 segundos.

- Paso 2: 98.0 °C, 5 segundos; gradiente 40.0-46.5 °C delta 1.5 °C, 30

segundos; 72.0 °C, 20 segundos (x4 ciclos).

- Paso 3: 98.0 °C, 5 segundos; 46.5 °C, 30 segundos; 72 °C, 20 segundos

(x24 ciclos).

- Paso 4:72.0 °C, 7 minutos.

- Paso 5: 4.0 °C FOR EVER.
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La temperatura de extension se ha fijado a 72.0 °C.

Para la puesta a punto del esquema de cddigo de barras se va a desarrollar
distintos experimentos, de tal modo que en el proceso de amplificacion utilizaremos
distintas parejas de oligonucleotidos cebadores [oligos LepFl y LepR1 (Hebert et al.,
2004) y LCO1490 y HCO2198 (Folmer et al., 1993)]. En ambos casos limitan una
ventana de aproximadamente 650 pares de bases del marcador mitocondrial COI
(citocromo oxidasa ).

En una fase distinta del proyecto los productos amplificados obtenidos seran

enviados para su secuenciacion.

5. Resultados

Se recogieron 289 ejemplares del orden Araneae, entre los que podemos
encontrar 24 familias, 34 géneros y 31 especies, de las cuales podemos destacar
algunos endemismos ibero-europeos e ibero-magrebies presentes (Tabla 5.1). Estos
datos se reflejan en una tabla Excel (Tabla 1) ordenados alfabéticamente segun familia
y género, aungue algunos de los individuos no han podido ser determinados ya que
no han desarrollado los érganos genitales necesarios para su identificacion hasta

especie.

Tabla 5.1: Listado de especies endémicas.
Arafias ibero-europeas Arafnas ibero-magrebies

Eratigena atrica Salficus confusus

Nigma puella Segestria pusiola

Eratigena feminea

Las familias mas comunes encontradas son Theridiidae, Salticidae y
Linyphiidae, siendo la familia Theridiidae la mas abundante. Por otro lado, las familias
Araneidae, Gnaphosidae y Uloboridae, aunque tienen una menor abundancia, se

encuentran altamente representadas. (Figura 5.1)
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Dysderidae
1,4%
Thomisidae
2,1%
Philodromidae
2.4%
Lycosidae
3,1%
Pholcidae
3,1%
Sicariidae
3.1%
Tetragnathidae
3,1%
Agelenidae
3,8%
Uloboridae
5,5%
Gnaphosidae
6,2%

Araneidae
8,3%

Theridiidae
28,4%

Salticidae
13,1%

Linyphiidae
10,0%

Figura 5.1: Gréfica de abundancia de las familias presentes en el estudio.

En el muestreo se encontr6 a una especie protegida, la arafia de los
alcornocales (Macrothele calpeiana), siendo el Unico aracnido incluido en el convenio
de Berna y la Directiva de Habitats.

Podemos resaltar las arafias exclusivas de una zona determinada, en nuestro
caso encontramos siete taxones exclusivos de la zona de las Canteras (Tabla 5.2) y
14 exclusivos de la zona de la Algaida (Tabla 5.3).

Tabla 5.2: Listado de especies exclusivas de la zona de las Canteras.

Agelenidae Eratigena feminea
Agelenidae Eratigena atrica
Araneidae Cyclosa insulana
Araneidae Cyrtophora cifricola
Dictynidae Nigma puella
Filistatidae Filistata insidiafrix
Theridiidae Steatoda friangulosa
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Tabla 5.3: Listado de especies exclusivas de la zona de la Algaida.

Agelenidae Agelena ageleinoides
Araneidae Cyclosa insulana
Araneidae Cytophora citricola
Araneidae Mangora acalypha

Liocranidae NMesiotelus mauntanicus

Fhilodromidae Thanatus vulgans
Pholcidae Holocnemus caudatus
Salticidae Salticus confusus
Salticidae Hasarius adansoni
Salticidae Cyrba algerina

Scytodidae Scytodes velutina
Segestriidae Segestria pusiola
Theridiidae Steatoda nobilis

Thendidae | Platnickina nigropunctata

Si los comparamos en funcion de las familias, podemos encontrar cuatro
familias exclusivas de la zona de las Canteras y tres familias exclusivas de la zona de

Algaida.

Tabla 5.4: Listado de familias exclusivas de las dos zonas de muestreo.

Familias exclusivas de las Canteras  Familias exclusivas de la Algaida

Clubionidae Liocranidae
Dictynidae Sepgestriidas
Filistatidae Sparassidas
Miturgidae

Gracias a los datos de las tablas de abundancia de las familias (Tabla 2) se
han realizado curvas de rarefaccion segun el nimero de taxones esperados y el Chao
2.
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Figura 5.2: curva de rarefaccion en funcién del nimero de taxones esperados.

Como podemos ver (Figura 5.2), se observan unos datos muy similares en las

dos zonas de muestreo, por lo que no hay diferencias significativas.
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Figura 5.3: Curva de rarefaccién en funcién del Chao 2.
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En esta Ultima gréafica (Figura 5.3), también se pueden observar unos datos
muy similares entre la Algaida y las Canteras, por lo que podemos concluir que
tampoco se dan diferencias significativas.

Otro dato que podemos obtener gracias a las curvas de rarefaccion es la
diversidad alfa.

La diversidad beta se calcula usando el coeficiente de similitud de Jaccard, que
mide el grado de similitud de las dos zonas de muestreo (Villareal et al., 2006),

siguiendo la férmula:
I, = v
a+b-c
Donde a es el nUmero de especies presentes en el sitio A, b es el nimero de
especies presentes en el sitio B y ¢ el nimero de especies presentes en Ay B, es
decir, los taxones comunes.
Se calculd el indice de Jaccard en funcion del nimero de familias (Tabla 5.5) y

del numero de taxones (Tabla 5.6).

Tabla 5.5: indice de Jaccard en funcién del nimero de familias de las dos zonas de muestreo.

Diversidad p: | Canteras (21)
Algaida (19) iJ = (0,9)

Tabla 5.6: indice de Jaccard en funcion del nimero de taxones de las dos zonas de muestreo.

Diversidad p: | Canteras (82)
Algaida (69) iJ=(0,19)

El andlisis jerarquico de conglomerados aparece recogido en el mapa de calor
(Figura 5.4), que muestra un gradiente de color proporcional al valor de cada variable
en cada posicion. De este modo, se muestra mas informacién que en un simple
dendrograma, lo que permite identificar los posibles patrones caracteristicos de los

clusters que se han constituido.
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Figura 5.4: Mapa de calor con el agrupamiento mediante dendrograma. Las muestras estan ordenadas

segun las localidades y fechas de muestreo. Los colores claros en la figura sefialan una mayor similitud.

En este primer acercamiento de la caracterizacion por técnicas de biologia
molecular hemos usado ocho individuos, siendo de izquierda a derecha: Loxosceles
rufescens, Loxosceles rufescens, Loxosceles rufescens, Cyrba algerina, Filistata
insidiatrix, Gnaphosa alacris, Uloborus walckenaerius y Uloborus plumipes. Los
resultados preliminares obtenidos son extremadamente satisfactorios. Sin embargo,
no hemos conseguido amplificar el ADN extraido de todos los ejemplares sobre los
gue se ha intentado (Figura 5.5), aunque seria interesante poder ampliar este

estudio en un futuro.

Figura 5.5: Electroforesis del ADN de las muestras en las que se usaron dos cebadores, en A. los
cebadores son LCO1490 y HCO2198 y en B. los cebadores son LepF1 y LepR1.
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6. Discusion

A pesar de todo el esfuerzo que se esta desarrollando, nuestro conocimiento
sobre la taxonomia y distribucién de estos organismos en nuestra area geogréfica
dista mucho de ser suficiente (Jiménez-Valverde et al., 2006). Como sefiala Jiménez-
Valverde (2005), “la ausencia de tradicién aracnoldgica en la Peninsula Ibérica ha
provocado que el conocimiento actual de su aracnofauna sea bastante limitado; los
catalogos son escasos y la mayoria de las citas son antiguas y muchas de ellas
erréneas’.

Por ello, el estudio de los resultados se llevé a cabo a nivel de familia, ya que
en muchos de los casos ha sido imposible determinar el género o la especie debido a
gue muchos de los individuos son inmaduros, las claves no son claras en cuanto a
género y especie dentro de las familias y, en otros casos, se necesita reconocer parte
de su anatomia que no siempre estd presente o que puede perder con facilidad a la
hora de ser conservadas en alcohol.

Podemos destacar que, dentro de las familias determinadas, las mas
abundantes en el estudio, que en este caso han sido Theridiidae, Salticidae y
Linyphiidae, coinciden con las presentadas por Melic (2015).

Las arafias de la familia Theridiidae se caracterizan por tener el opistosoma
esférico y por construir telas irregulares con hilos entrecruzados en todas direcciones
(Bellmann, 2011). Ademas, suelen vivir en cuevas, huecos de los arboles o bajo tierra.

Por otro lado, la familia Salticidae se caracteriza por la disposicién ocular que
poseen y el gran tamafo de sus ojos delanteros. Son capaces de mover las retinas
hacia delante y hacia atras y lateralmente (Bellmann, 2011), esto les permite enfocar
con gran nitidez y calcular las distancias con una gran precision. Esta cualidad lleva a
esta familia a ser grandes depredadores que hacen emboscadas a sus presas
saltando sobre ellas.

Las pertenecientes a la familia Linyphiidae son arafias de pequefio tamafio. La
cabeza de los machos de esta familia a menudo presenta protuberancias donde se
encuentran parte o todos los ojos. Construyen telas horizontales en las que por encima
se tienden hilos para “tropezar” que provocan la caida de pequefios insectos voladores
(Bellmann, 2011.).
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Por otro lado, las familias Araneidae, Gnaphosidae y Uloboridae, aunque se

encuentran en menor medida, aparecen con gran asiduidad.
Las arafias de la familia Araneidae son arafias que construyen telas orbiculares para
la captura de sus presas y, por tanto, la estructura de la vegetacion parece ser el
paradmetro mas importante a la hora de determinar su presencia (Jiménez-Valverde et
al., 2004)

Las arafas pertenecientes a la familia Gnaphosidae son arafias, por lo general,
nocturnas que se caracterizan por tener colores poco llamativos, las hileras cilindricas
y los ojos centrales angulados u ovales en lugar de redondos (Bellmann, 2011.).

Las arafias de la familia Uloboridae se caracterizan por la ausencia de
glandulas venenosas y construyen telas orbiculares completas o reducidas que
pueden ser desde una seccidn de la tela de arafia hasta una sola linea usando seda
cribelada. (Jocque y Dippenaar-Schoeman, 2007).

Respecto a la presencia de arafas protegidas, la Macrothele calpeiana o arafia
de los alcornocales, es una especie endémica presente en el sur de la Peninsula
Ibérica y citada en el Norte de Africa. Se trata del tnico aracnido ibérico incluido en el
convenio de Berna y la Directiva de Héabitats; en la Lista roja de animales en peligro
de la UICN de 1996, aparece en la categoria de “datos insuficientes”. Siendo
catalogada como Vulnerable en el Libro rojo de los invertebrados de Espafia (Pulido
y del Pozo, 2010), por lo que su captura esta prohibida. Para esta especie sélo se
recogen fotografias de sus nidos y se apuntan las coordenadas.

Por ultimo, las especies determinadas concuerdan con las citadas en la provincia de
Cédiz en los estudios de Sanchez (2012), Sanchez Garcia 'y Bosmans (2017), Branco
et al. (2019) y Rojas y Rojas (2017).

En cuanto al estudio estadistico, las curvas de rarefaccion nos indican que las
dos zonas de muestreo presentaran un numero similar de especies esperadas. Por
otro lado, los indices de Jaccard cercanos a 0 indican que existe diferencia entre el
namero de taxones o familias de las dos zonas de estudio, es decir, no comparten
taxones o familias. Por el contrario, si el indice se acerca a 1 indica que no hay
diferencias en las zonas de muestreo, por lo que comparten la mayoria de los taxones
o familias.

En nuestro caso concreto, se puede observar una diferencia clara en cuanto a
los taxones, ya que estos tienen un indice de Jaccard de 0.19. En cambio, si

observamos las familias podemos discernir un indice de Jaccard de 0.9, por lo que en
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las dos zonas podemos encontrar mayormente las mismas familias, pero diferentes
taxones en funcion de la zona.

Parece fuera de toda discusion que el uso de cédigos de barras mitocondriales
de COI a partir de una extensa base de datos de referencia de especies de arafas
ayudara a los no especialistas en la determinacion fiable de las especies
probleméticas o incluso de ejemplares juveniles (Hebert et al., 2003).

Como se ha mencionado anteriormente, uno de los desafios mas importantes
de la biologia de la conservacion es el monitoreo a largo plazo de la biodiversidad,
para ello se requiere de un conocimiento suficiente a nivel regional de la composicion
de las especies de los ambientes naturales. El uso de cdédigos de barras

mitocondriales de COI podria ser una gran ayuda para conseguirlo.

7. Conclusién

En conclusidn, la aracnofauna de Espafia esta poco estudiada y por tanto existe
gran desconocimiento en cuanto a especies. Esto ha dificultado el estudio ya que las
claves existentes estan poco claras o no existe informacidén necesaria para la correcta
determinacién (pedipalpos y epigino).

Por esto, a partir de los datos recogidos resulta imposible arrojar conclusiones
definitivas debido al escaso numero de individuos recogidos y especies determinadas.
Se limita entonces, a constatar los resultados numéricos en base a las familias y
taxones.

Se han recogido 289 ejemplares del orden Araneae, entre los que se puede
encontrar 24 familias, 34 géneros. Se han podido determinar 31 especies. Las familias
predominantes son Theridiidae, Salticidae y Linyphiidae.

Las curvas de rarefaccion revelan que no hay diferencias significativas en
cuanto al nimero de especies esperadas, por lo que las dos zonas de muestreo
contendran un valor similar de especies.

Gracias al indice de Jaccard, se observa que en las dos zonas existen
aproximadamente las mismas especies, aunque si observamos diferencias en cuanto
a taxones que componen sus respectivas aracnofaunas.

Para finalizar, las pruebas realizadas para la amplificacion del ADN han dado
resultados satisfactorios, donde se ha podido observar una amplificacion en casi todos

los individuos estudiados. En un futuro estudio seria interesante poder secuenciar las
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especies usadas y con ello poder establecer una base de datos que podria ser usada

como base en proximos estudios.
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9. Anexos:

Tabla 1: Listado de taxones recogidos y su tabla de presencia-ausencia y abundancia.

CAN1 |CAN2 |ALGl |ALG2 |ALG3 |CAN3 |ALG4 |CAN4 |ALG5 |CAN5 |ALG6 |CAN6 |
Agelena ageleinoides 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Eratigena atrica 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Eratigena feminea 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
Lycosoides coarctata 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
spl(inm) - 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Agelenidae sp2(inm) - 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
sp3(@inm) - 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
sp4 - 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
sp5(@inm) - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
sp6(inm) - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
sp7 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Araneus diadematus 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Araneus spl 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 5 4
Araneus sp2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Cyclosainsulana 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Cyrtophora citricola 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Cytophoracitricola 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Araneidae Mangora acalypha 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
spl- 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sp2- 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
sp3(inm) - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
sp4 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
sp5 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
sp6 - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
spl- 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Clubionidae
spl(inm) - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Dictynidae Nigma puella 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Dysderaspl 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
Dysderidae
spl(inm) - 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1 0 1
Filistatidae Filistata insidiatrix 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
Gnaphosidae spl- 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0
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Macrothelidae |Macrothele calpeiana

Pholcidae

Holocnemus caudatus

spl-

spl(inm) -
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Scytodidae

Scytodes velutina

spl(inm)
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Synema globosum

Thomisidae Thomisus onostus
Xysticus spl
Hyptiotes paradoxus
Hyptiotes sp1
Uloboridae

Uloborus plumipes

Uloborus walckenaerius
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Tabla 2: Abundancia registrada en base a las familias colectadas en las dos zonas de muestreo

consideradas.

*MultipleSampleSets* 2 Aranes Cadiz Blgaida Canteras
REL *SampleSet* 1 1 1
z4 &

RI Lz r3 R4 RE RE
REgele 0 1 0 1 [u] 1
Lrane 4 o 1 i} i} 9
Clubi 0 0 0 i) i) 0
Dicti 0 0 ] i) i) 0
Dys=sde 0 0 ] 1 0 0
Filis 0 0 ] [u] [u] 0
Lynip 1 1 ] i) i) 5
Liocr 0 0 ] o] z 0
Lycos o 0 a 1 5 o
Gnap 0 o 4 i} 2 o
HMacro 0 o a i} i} o
Mitur 0 0 ] i) i) 0
Jecob 0 0 ] 1 0 0
Philo 0 1 1 0 1 0
Pholc 0 0 ] i) 4 2
Salti 1 E 1 15 4 2
Seyto o 1 a o o o
Seges 0 o 3 i} i} o
Sicar 0 1 0 [u] 1 1
Spars 0 o a 1 i} o
Tetrs 0 0 ] 4 0 3
Theri 3 5 & 23 & 4
Thomi 0 0 ] i) i) 3
Ulecbo 2 1 ] o] o] 1
Canteras *SamplelSet= 1 1 1
z4 [

C1 cz2 c3 C4 C5 CE
Lgele 0 0 4 1 2 1
Erans 0 2 ] 0 0 B
Clubi 0 1 ] 0 0 2
Dicti 0 0 ] [u] [u] 1
Dys=sde 0 0 ] 1 1 1
Filis 0 0 1 [u] [u] 0
Lynip 1 5 0 [u] [u] 1z
Liocr 0 0 0 [u] [u] 0
Lycaos 1 o a i} 1 1
Gnaph 0 0 1 3 3 5
Macro 0 1 ] 0 0 0
Mitur 0 0 ] 1 [u] 0
Jecob 0 0 ] o] z 0
Philo 0 0 0 1 1 2
Pholc 0 0 1 [u] 1 1
Salti 1 0 2 [u] Z 4
Seyto 0 o a i} i} o
Seges 0 o a i} i} o
Sicar 0 2 1 0 2z 1
Spars 0 a a i} i} o
Tetrs 0 0 1 1 i) 0
Theri 1 5 2 & 11 13
Thomi 0 0 0 1 [u] 2
Ulecbo 2 E 0 [u] 1 3
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