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Resumen

En este trabajo se evalla la variabilidad de la armadura genital del macho de las
especies chilenas N. schausi Warren y L. botulata Felder & Rogenhofer de la tribu
Trichopterygini en funcién de la presencia/ausencia de coremata. La coremata son
pinceles de pelos que secretan feromonas, al igual que la androconia dispuestas en
las patas pro, meso y metatoracicas. N. schausi presenta coremata en la zona sub-
apical de las valvas, mientras que L. botulata carece de ella. La genitalia del macho
no siempre seria invariante dentro de un mismo sexo ni se podria utilizar para la
separacion exitosa de todos los taxa de Lepidoptera, dado que las feromonas
pueden actuar como un mecanismo pre-copulatorio y tener un rol preponderante
sobre la hipotesis de llave-cerradura de la genitalia en algunos lepidépteros.
Entonces, ¢la morfologia de la genitalia de los machos en Trichopterygini es
siempre invariante?, aquellas especies que tienen coremata, la genitalia tendera a
ser mas variable en cuanto a su forma. Se trabajé con 27 ejemplares de cada
especie, a las cuales se les midio cinco variables (LVI, AVI1, AVI2, LVIE y AVIE)
de la valva izquierda de la genitalia del macho. En los andlisis se utilizé una serie
tps (tps util version 1.78 y tps dig version 2.31) para preparar las imagenes digitales
para su medicion. Los datos no paramétricos se analizaron en el programa PRIMER
6 version 6.1.12 & PERMANOVA+ version 1.0.2. Un analisis NMDS que representa
la agrupacion de N. schausi y L. botulata reduciendo sus dimensiones. Se realiz6
estadistica descriptiva en el programa Minitab 19 en la cual arroja una tabla de datos
(media, desviacion estandar, minimos y maximos) y un gréafico bloxplot. Existe
diferencias significativas en la homogeneidad y dispersion entre las especies N.
schausi y L. botulata (p(perm) de 0,004). La especie con mayor variacion en cuanto
a su forma en la valva de la genitalia del macho es N. schausi, lo que indica que es
probable que las feromonas estén prevaleciendo como mecanismo pre-copulatorio,
y, por tanto, un rol preponderante sobre la hipétesis llave cerradura (Dufour 1844).
Se concluye que las especies N. schausi y L. botulata de la tribu Trichopterygini
presentan variabilidad intraespecifica en la armadura genital de los machos en
cuanto a su forma.

Palabras claves: Lagynopteryx botulata, Notholoba schausi, Morfometria lineal,
polillas, feromonas, coremata, androconia.
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Abstract

This study evaluates the variability of the male genitalia of the Chilean species N.
schausi Warren and L. botulata Felder & Rogenhofer from the Trichopterygini tribe
in function of the presence/absence of coremata. The coremata are hair-pencils that
secrete pheromones, likewise the androconium located in the pro, meso and
metathoracic legs. N. schausi presents coremata in the sub-apical zone of the valve,
while L. botulata lacks coremata. The male genitalia not always would be invariant
inside a same sex nor it could use to the successful separation of all the
Lepidopterous taxa, because the pheromones can act as a pre-copulatory
mechanism and they can have a leading role over the lock and key hypothesis of
the genitalia in some lepidopterous. Therefore, is the male genitalia morphology in
Trichopterygini always invariant? those species that have coromata, the genitalia will
tend to be more variable regarding their form. This study included 27 specimen of
each specie, which were measured in five variables (LVI, AVI1, AVI2, LVIE and
AVIE) of the left valve of the male genitalia. In the analysis a series of tps were used
(tps useful version 1.78 and tps dig version 2.31) in order to prepare the digital
images for their measurement. The nonparametric data were analyzed in the
software PRIMER 6 version 6.1.12 & PERMANOVA+ version 1.0.2. A NMDS
analysis that represent the N. schausi y L. botulata group reducing its dimensions.
A descriptive statistic was made in Minitab 19 software, which generates a data chart
(medium, standard deviation, minimum and maximum) and a bloxplot graph. There
are significant differences in the homogeneity and dispersion between the N. schausi
and L. botulata (p(perm) de 0,004) species. The species with a greater variation
regarding its form in the valve of the male genitalia is N. schausi, which indicates
that is probable that the pheromones are prevailing as a pre-copulatory mechanism,
and, therefore, a leading role over the over the lock and key hypothesis. The
conclusion is that the N. schausi and L. botulata species of the Trichopterygini tribe
present intraspecific variability in the male genitalia regarding their form.

Key words: Lagynopteryx botulata, Notholoba schausi, linear morphometry,
moths, pheromones, coremata, androconia.
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Introduccién

La reproducciéon sexual es muy importante como mecanismo que produce
variabilidad genética (Szathmary & Maynard-Smith 1995). Existen diversos costos
asociados a este tipo de reproduccion. Uno de los principales consiste en el hecho
de necesitar de otro individuo para que esto se lleve a cabo, pero quizas lo mas
importante es que estos costos no son iguales para ambos sexos, dando lugar a lo
que se conoce como conflicto sexual (Papke et al. 2007). Esta diferenciacion sexual,
en los costos asociados a la reproduccién, implica que los procesos de seleccién
natural favorezcan distintos caracteres en machos y en hembras (Soler 2002). En
individuos con costos de reproduccion bajos (generalmente machos) favorecen
caracteristicas que maximicen la accesibilidad a individuos del sexo opuesto
(generalmente hembras), mientras que en individuos con mayores costos
reproductivos se favorecerian caracteristicas que permiten distinguir y seleccionar
caracteres de individuos del sexo opuesto que impliquen beneficios directos o
indirectos para su descendencia (Trivers 1972; Andersson 1994). La mayoria de las
caracteristicas que favorecen el acceso a individuos que mas invierten en
reproduccion (generalmente hembras), tienen en comun que influyen
negativamente en la probabilidad de supervivencia de los individuos que las
presentan. Este es el caso de cualquier color o rasgo llamativo en los machos que,
ademas de atraer a las hembras, también hara mas facil su deteccion por parte de

los depredadores, parasitos, etcétera (Soler 2002).

Darwin (1874), sugiri6 que el dimorfismo sexual se debia a la seleccién resultante
del apareamiento diferencial entre individuos. La idea es que los ejemplares de un
mismo sexo deben competir entre si para acceder a los miembros del otro sexo
(competencia intrasexual) o son escogidos por las hembras, a partir de sus atributos
fisicos (competencia intersexual). La competencia entre machos por aparearse trae
consigo que los caracteres o conductas sean cada vez mas exagerados,
involucrando demostraciones visuales, presencia de ornamentos, patrones de

coloracién, vocalizaciones, etcétera., que los hagan ver mas amenazantes ante



otros contendientes (Futuyima 2009).

Uno de los grupos mas diversos del reino animal corresponde al de los insectos,
dentro de este grupo existen candidatos para estudios de diversos fenémenos
naturales, gracias a sus atributos de diversidad y biologia. Ademas, la armadura
genital de los machos y hembras, se considera uno de los rasgos diagndsticos mas
importantes en la sistematica de insectos, dado que en estado adulto es de interés
en la identificacion especifica, pero también a menudo en la de taxones de nivel
superior (Tuxen 1970). Dentro de este grupo de invertebrados, se encuentra el
orden Lepidoptera, el cual ha sido empleado en sistemas de modelos de trabajos
relacionados con endocrinologia, evolucion, morfologia, etcétera (Goldsmith &
Wilkins 1995).

En Lepidoptera, se puede encontrar una gran variedad de rasgos morfolédgicos,
reflejados en el tamafio y forma de las alas, el tamafio y color de manchas que
reflejan la luz ultravioleta en las alas, el tamafio corporal, la alometria del cuerpo
(e.g. tamafio relativo del térax respecto al abdomen), color y densidad de pelos
corporales, tamafio y forma de dérganos sensoriales (0jos, érganos timpanicos y
antenas), 6rganos asociados a la produccion y emision de feromonas (androconia,
coremata, etcétera) y finalmente, forma y tamafio de la genitalia (Rutowski 1997;
Ziemba & Rutowski 1997; Weller et al. 1999; Rhainds et al. 2009; Rodriguez
Loeches et al. 2009).

Otro aspecto de interés en la biologia de los lepid6pteros, es la secrecion y difusiéon
de las feromonas. Tanto machos como hembras emiten este tipo de compuestos,
aunque en cada caso sus funciones son diferentes (Holdcraft et al. 2016). En este
sentido, las hembras generalmente emiten feromonas que atraen a los machos, las
cuales son detectadas por los receptores de olor ubicados en las antenas de estos
(Hansson et al. 1989; Kaissling et al. 1989; Ljungberg et al. 1993; Allen et al. 2011;
Hansson & Stensmyr 2011). Diversos autores platean que dichas feromonas no

s6lo atraen a los machos, sino que previenen el apareamiento heteroespecifico,



como consecuencia de la alta identidad especifica de la sefial que liberan (Roelofs
et al. 2002; Fang et al. 2018; Zhang et al. 2018). Por otro lado, los machos liberan
feromonas mediante escamas especializadas que se ubican en diversas zonas del
cuerpo, llamadas coremata o pinceles de pelos (Viidalepp 2011b) y androconia.
Las androconias se presentan a modo de penacho de pelos localizados en las
patas pro, meso y metatoracicas (e.g. Parra & Santos-Salas 1992; Hashimoto
2005; Viidalepp 2011b; Bolotov et al. 2014) y las corematas, en las valvas de la
genitalia (Parra et al. 2009; Viidalepp 2011b). Las feromonas de dichas estructuras
tienen multiples funciones (Allen et al. 2011; Conner & lyengar 2016). Por ejemplo,
pueden actuar como antiafrodisiacos, disminuyendo la receptividad de las hembras
o haciéndolas menos atractivas para otros machos (Parker & Birkhead 2013;
Simmons 2001; Hosseini et al. 2016). Contrariamente, pueden contribuir a
incrementar la receptividad de las hembras (pero solo hacia el macho que emite
las feromonas) y median la aceptacion de los machos durante el cortejo (Fitzpatrick
& McNeil 1988; Wedell 2005; Nieberding et al. 2008). La preferencia hacia uno u
otro tipo de sefial por parte de la hembra, dependera de cual es el mejor indicador
del macho en cuanto a su calidad y edad (Papke et al. 2007).

La genitalia de los machos en los lepidépteros son ampliamente reconocidas como
estructuras morfoldgicas variables y divergentes. Se han planteado diversas
hip6tesis que tratan de explicar la evolucion de esta estructura, siendo tres las mas
seguidas por los entomdlogos. La primera, denominada hipotesis llave-
cerradura, fue planteada por Dufour (1844) y refiere que la genitalia de los insectos
evoluciona a traves de la seleccion por aislamiento reproductivo pre-inseminacion.
En este sentido, la genitalia del macho evoluciona de modo tal que es especie-
especifica, invariante y Unica (como una llave), encajando perfectamente en la
genitalia de la hembra (que actua “como una cerradura”). Una segunda, conocida
como hipotesis pleiotropica (Mayr 1963), propone que la evolucion de la genitalia
es el resultado indirecto de la evolucion de caracteres correlacionados
genéticamente, a través de la acumulacion de efectos pleiotropicos de genes que

codifican tanto para la genitalia como para la morfologia general. De este modo, se



piensa que la variacion de la genitalia es neutral, en contraste con la mayoria del
resto de los caracteres morfolégicos, lo cual permite una evolucion rapida y
arbitraria de la genitalia (Huber 2003a, 2003b). La tercera y ultima es la hipotesis
de seleccién sexual, la cual fue propuesta por Eberhard (1985) y plantea que
como la genitalia esta involucrada con eventos reproductivos, la seleccion sexual

es la responsable de su evolucion y diversificacion.

Existen al menos dos mecanismos posibles que intentan explicar como la seleccion
sexual puede conducir a la divergencia de la armadura genital: la seleccién criptica
por hembras y el conflicto sexual. En la seleccion criptica por hembras, la genitalia
del macho funciona como un dispositivo de cortejo interno y tactil, que estimula a
hembras polidndricas a seleccionar la genitalia de machos con mejores
capacidades estimuladoras (Thornhill 1983; Eberhard 1994, 1996). El conflicto
sexual propone que la genitalia evoluciona como resultado de un conflicto sexual
sobre el control de las decisiones de fertilizacion. La genitalia interna puede
manipular a las hembras e inducirlas a usar el esperma de un macho en particular,
incluso si esto va en contra de los intereses de la hembra (Lloyd 1979; Alexander
et al. 1997).

Dentro del Orden Lepidoptera, se encuentra la tribu Trichopterygini Warren 1894,
grupo ideal que podria ser empleado como modelo de estudios. Esta tribu
pertenece a la subfamilia Larentiinae (Geometridae), que es la segunda mas
grande y se encuentra ampliamente distribuida en el mundo (Parra et al. 2017),
caracterizandose por ser un grupo polimérfico y estar compuesto por especies de
polillas muy parecidas entre si, de coloraciones entre amarillo, grisaceas y pardo
(Viidalepp 2011b; Hausmann & Vidalepp 2012; Parra & Hernandez 2017). Esta
tribu es monofilética y uno de los linajes mas antiguos de la subfamilia Larentiinae
(Yamamoto & Sota 2007). Se conocen aproximadamente 404 especies, agrupadas
en 58 géneros (Scoble 1999; Parra & Santos-Salas 1992; Xue et al. 2008; Viidalepp
2011a), los cuales son dendrofagos y policontinentales, encontrandose en todas

las regiones faunisticas, excepto en el Pacifico Oriental (Dugdale 1980; Viidalepp



2011b; Hausmann & Vidalepp 2012; Parra et al. 2017). La mayor diversidad
morfologica parece estar presente en Sudameérica (Parra 1996; Parra et al. 2017)
y en el este de Asia (Yamamoto & Sota 2007; Choi 2007).

Los Trichopterygini se caracterizan, entre otros aspectos, por presentar dimorfismo
sexual mas o menos evidente en muchos géneros. El dimorfismo sexual consiste
principalmente en la presencia en los machos de: un I6bulo anal en las alas
posteriores (con uno o dos venas o sin estas) y/o una reduccion de las alas
posteriores (a veces con proyecciones a modo de “colas”). En las hembras no se
presentan estas caracteristicas morfologicas en las alas posteriores. Ademas,
dentro de esta tribu, existen especies (en los machos) con presencia y ausencia de
coremata (Dugdale 1980; Holloway 1997; Choi 2007; Xue et al. 2008; Hausmann
& Vidalepp 2012; Parra et al. 2017).

Uno de los caracteres mas empleados a la hora de describir nuevas especies de
lepidopteros, es la armadura genital, en muchos grupos, incluso su clasificacion se
basa Unicamente de la genitalia de los machos (Eyer 1924; Dirsh 1956). Esto se
debe a que existe una tendencia a considerarla como especie-especifica, teniendo
en cuenta la hipotesis de “llave-cerradura” mencionada anteriormente, donde cada
especie tiene una morfologia particular que conlleva de manera explicita
mecanismos de aislamiento reproductivo (Shapiro & Porter 1989; Arnqvist 1997;
Mikkola 2008). Sin embargo, hay estudios que evidencian que, aunque la genitalia
de Lepidoptera diverge mas rapido que otros atributos morfoldgicos, muchas
especies de estos insectos no tienen una genitalia especie-especifica (Eberhard
1985, 2010a, 2010b). A esto se afiade el hecho de que las feromonas también
pueden actuar como barreras pre-cigoticas (Bacquet et al 2015, 2016) y que la
naturaleza de los compuestos quimicos de las feromonas, asi como la proporcion
de cada uno de ellos en la mezcla, contribuye al apareamiento especie-especifica,
de modo que un cambio sutil en la composicion puede dar como resultados el

aislamiento reproductivo de los insectos (Allison & Cardé 2016).



Existen diversos trabajos que refieren que algunas especies de polillas
cercanamente emparentadas que viven en simpatria poseen sefiales quimicas de
reconocimiento reproductivo mas divergentes, comparadas con aquellas que viven
en alopatria (McElfresh & Millar 1999; Gries et al. 2001; Duméni et al. 2014). Por
ejemplo, la polilla Ctenopseustis obliquana (Tortricidae) habria sido considerada
como un complejo de especies por Foster et al. (1986), en base a la morfologia,
que era diferente entre varias poblaciones de Nueva Zelanda. Posteriormente
Clearwater et al. (1991) modificaron la cantidad de especies de tal complejo, pues
hallaron dos fendmenos diferentes mediante estudios experimentales. Asi, las
hembras que eran distintas morfolégicamente y pertenecian a dos poblaciones
diferentes, pero producian la misma mezcla de feromonas y atraian a los machos
de ambas poblaciones; mientras que hembras semejantes morfolégicamente, pero
con feromonas diferentes, solo atraian a los machos de su propia poblacion.
Entonces, la cantidad, morfologia y posicion de las corematas pueden ser rasgos
discriminantes en la filogenia de los lepidépteros, debido a la importancia de la
biologia de las feromonas en la especiacion de dichos insectos, tal como Berglund
et al. (1996) sugieren que ocurre con Bicyclus (Lepidoptera: Nymphalidae). Por
otro lado, Choi (2007), en un estudio de revisién taxonémica del género Acasis
Duponchel (Lepidoptera: Geometridae), observd similitud entre dos polillas en su
morfologia externa, pero encontré diferencias en la armadura genital de los
machos ya que ambas presentaban transtilla, con la disimilitud en que una era mas
alargada en comparacion a la otra. Choi (2007) consideré que esta diferencia
encontrada era suficiente para que este género se separe en dos especies (Acasis
viretata y Acasis appensata). Mientras que Seven-Caligskan & Bozaci (2015), en su
estudio de comparacion de la armadura genital de los machos, encontré que las
diferencias son mas evidentes y estos autores consideraron que estas
disimilitudes son suficientes para separarlas como sub-especies. Entonces,

¢hasta qué punto las diferencias son intraespecifica o interespecifica?

En base a lo expuesto, y considerando los antecedentes, surge la idea de que la

genitalia no siempre seria invariable dentro de un mismo sexo ni se podria utilizar



para la separacion exitosa de todos los taxa de Lepidoptera, debido al posible
aislamiento pre-copulatorio provocado por las feromonas. Entonces, ¢la
morfologia de la genitalia de los machos en Trichopterygini es siempre invariante?
Hipotesis

Dado que las feromonas pueden actuar como un mecanismo pre-copulatorio y tener
un rol preponderante sobre la hipétesis de llave-cerradura de la genitalia en algunos
lepidépteros, entonces supondria que en aquellas especies de la tribu
Trichopterygini que tienen coremata, la genitalia tendera a ser mas variable en
cuanto a su forma.

Objetivos

Objetivo general

Comparar la variabilidad morfologica de la armadura genital del macho en dos

especies de la tribu Trichopterygini, mediante el uso de morfometria lineal.

Objetivos especificos

- Describir la genitalia del macho en dos especies de la tribu Trichopterygini.

- Cuantificar la variabilidad de la armadura genital del macho en dos especies

de la tribu Trichopterygini.



Materiales y métodos

Captura de ejemplares

Los ejemplares incluido en este estudio se obtuvieron mediante capturas realizadas
de forma nocturna con trampas de luz blanca en la comuna de Pinto,
particularmente en Recinto 36°50”10” S-71°39°56” W 791 msnm (Regién de Nuble).
Ademas, se utilizaron ejemplares que se encuentran depositados en el Museo de
Zoologia de la Universidad de Concepcion (MZUC-UCCC).

Genitalia de machos y cuantificacion de su variacion intraespecifica e

interespecifica

Se utilizaron dos especies chilenas (Fig. 1 ay b). Notholoba schausi Warren, que
presenta coremata (Fig. 2) y Lagynopteryx botulata Felder & Rogenhofer, que
carece de coremata (Fig. 3). Se obtuvieron 28 ejemplares de cada especie, pero
solo se utilizaron 27 ejemplares de cada especie (debido a que un ejemplar se
encontraba con genitalia defectuosa), a los que se les diseccionaron el abdomen

para extraer la armadura genital de los machos.

Preparacién de la armadura genital del macho

Para la extraccion de la armadura genital se prepar6 previamente una solucién de
hidréxido de sodio al 10% p/v (una mezcla de soda caustica y agua destilada). Se
extrae cuidadosamente el abdomen haciendo un pequefio movimiento para
separarlo del térax. Luego el abdomen se deja en un tubo de ensayo con hidroxido
de sodio al 10%, el cual se calienta a bafio Maria para acelerar el proceso del
ablandado por unos 10-20 minutos, aproximadamente. Luego el abdomen es lavado
en agua corriente. Bajo lupa se diseca el abdomen ablandado y aclarado para
extraer las armaduras genitales. Las armaduras genitales liberadas son sometidas

a distintas concentraciones de alcohol (60%, 70%, 80% y 95%) y finalmente con



acetona, todo esto para deshidratar las estructuras. Las armaduras genitales
deshidratadas y limpias se montan en un portaobjetos que contiene una gota de
Euparal (medio de montaje), al tener la posicién deseada es sellada con Euparal y
encima se deja caer el cubreobjeto. Todo este proceso es bajo lupa estereoscopica.
Luego las preparaciones de las armaduras genital de los machos fueron
fotografiadas con una camara Moticam 2500, acoplada a un microscopio
estereoscopico. Y posteriormente dichas fotografias digitales son transferidas a

través de un pendrive a un notebook para su analisis.

Andlisis de morfometria lineal

La armadura genital se eligio para el estudio detallado de la variacion de la forma,
especificamente la valva izquierda del macho, utilizando fotografias digitales de
éstas. Se ocuparon una serie tps (tps util version 1.78 y tps dig version 2.31). El tps
atil (Rohlf 2019) fue ocupado para generar un archivo “.tps” de las fotografias
digitales de la armadura genital de los machos. Después de crear este archivo, se
utilizé el tps dig (Rohlf 2017) para hacer mediciones lineales. La unidad de medida
de las mediciones realizadas fue en milimetros. Se obtuvieron cinco mediciones de
la valva izquierda (Tabla 1). Se midio la longitud (LVI), entre el apice y el sacculus
de la valva, y dos anchos de la valva izquierda (ancho 1 y ancho 2). El ancho 1
(AVI1), corresponde a la base del cucullus, localizado en la parte superior de la
valva izquierda. El ancho 2 (AVI2), corresponde a la distancia entre los bordes costal
y ventral de la valva, en donde se articula con el tegumen (tercio inferior de la valva
izquierda). Ademas, se midi6 la zona esclerosada de la costa de la valva izquierda.
En la zona esclerosada se midio la longitud de ésta (LVIE) y el ancho maximo de
ésta (AVIE) (Fig. 4y 5).

Los datos se ordenaron en una tabla Excel generando una matriz que luego fue
utilizada en el programa PAST version 3.14 para un test estadistico de Shapiro-Wilk
para contrastar si los datos presentaban normalidad. El analisis arroja que no todas

las variables en estudio presentan los supuestos de normalidad por lo que se trabaja



con datos no parameétricos. Se analizan en el programa PRIMER 6 version 6.1.12 &
PERMANOVA+ version 1.0.2. En el programa se creé un PERMANOVA+ para
hacer una asignacion de un factor (ESPECIE). Luego se generé una matriz de
Resembalance con los datos a una distancia Euclideana. Una vez obtenida esto, se
realiz6 una prueba de homogeneidad y dispersion (PERMDISP), con 999
permutaciones y distancia al centroide. Se realizé un analisis NMDS para explicar
graficamente los datos, con 1000 permutaciones.

Se realizé estadistica descriptiva en el programa Minitab 19 con las medidas de las
cinco variables (LVI, AVI1, AVI2, LVIE y AVIE) de las especies N. schausi y L.
botulata en la cual se obtiene una tabla de datos de la media, desviacion estandar,
minimos y maximos (Tabla 3) y posteriormente se realizdé un grafico bloxplot para

explicar graficamente los datos obtenidos.

Material examinado:

Notholoba schausi: CHILE: Concepcién: 14 Cuenca Nonguén 22/111/2004 leg.
Patricia Bocaz (MZUC-UCCC); 54 Cuenca Nonguén 18/1/2005 leg. Patricia Bocaz
(MZUC-UCCC); 54 Cuenca Nonguén 19/1/2005 leg. Patricia Bocaz (MZUC-UCCC);
34 Cuenca Nonguén 20/1/2005 leg. Patricia Bocaz (MZUC-UCCC); 144 Cuenca
Nonguén 08/111/2005 leg. Patricia Bocaz (MZUC-UCCC).

Lagynopteryx botulata: CHILE: Nuble: 22 & Recinto 18/1/2020 leg. L. E. Parra
(MZUC-UCCC); 6 & Recinto 28/X11/2019 leg. L. E. Parra (MZUC-UCCC).
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Resultados

DESCRIPCION DE LA GENITALIA DEL MACHO EN DOS ESPECIES DE LA TRIBU

TRICHOPTERYGINI WARREN, 1894,

Notholoba schausi Warren, 1908

Notholoba schausi Warren, 1908:103.

Especie Tipo: Notholoba schausi Warren, 1908, por designacion original.

Redescripcion: Genitalia del macho: Valvas sub-lanceoladas con apice angosto
y terminacion redonda; costa esclerosada; coremata valvar en forma de pincel en la
zona subapical; uncus recto con cerdas en el apice; transtilla presente y no
conectada; socius presente; saccus sub-redondeado; saculus ausente; procesos

del anellus ausentes (Figura 2).

Lagynopteryx botulata Felder & Rogenhofer, 1875

Tomopteryx botulata Felder & Rogenhofer, 1875: pl. 131, fi g. 18. Bartlett-
Calvert, 1886:338; Fletcher 1953:379; Angulo & Casanueva, 1981:29
(Lagynopteryx)

Tomopteryx laciniosa Felder & Rogenhofer, 1875: pl. 131, fi g. 21; Bartlett-
Calvert, 1886:338; Angulo & Casanueva, 1981: 29. (Lagynopteryx) syn. nov.
Docirava chilensis Butler, 1882:420; Bartlett-Calvert, 1886: 341; Angulo &
Casanueva, 1981:27 syn. nov.

Lagynopteryx valdiviana Berg, 1883:166; Bartlett-Calvert, 1886:338; Fletcher,
1953:379; Angulo & Casanueva, 1981:29.

Especie tipo: Tomopteryx botulata. Holotipo &, CHILE, BMNH (Examinado).

Tomopteryx laciniosa. Holotipo &, CHILE, BMNH (Examinado). Docirava chilensis.
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Holotipo &, CHILE, BMNH (Examinado). Lagynopteryx valdiviana. Holotipo &,
Valdivia, MACNBR (No examinado).

Redescripcion: Genitalia del macho: Valvas sub-redondeada con apice redondo;
costa fuertemente esclerosada; carece de coremata valvar, pero presenta espina
esclerosada en la parte subapical; uncus glabro, recto y grueso; transtilla presente
y no conectada; socius ausente; saccus sub-redondeado; saculus ausente;

procesos del anellus ausentes (Figura 3).

VARIABILIDAD DE LA ARMADURA GENITAL DEL MACHO EN DOS ESPECIES DE LA TRIBU

TRICHOPTERYGINI.

Existe diferencias significativas en la homogeneidad y dispersion (valor 0,004 del
p(perm)) entre las especies L. botulata y N. schausi (p(perm) < 0,05). N. schausi
presenta la mayor variacion de la forma de los datos evaluados (LVI, AVI1, AVI2,
LVIE y AVIE), con un promedio de 0,12914 con un error estandar de 1,0544x10.
L. botulata presenta menos variacién con respecto a N. schausi con un promedio
de 8,5886x102 con un error estandar de 8,3573x103 (Tabla 2). Por otro lado, en la
Figura 6 (NMDS), se observan claramente dos grupos bien conformados (L.
botulata y N. schausi) que presentan variacién en la armadura genital del macho,
notandose que N. schausi presenta mayor variacion como se dijo anteriormente. La
presentacion gréfica de los datos obtenidos es considerable (valor de stress de 0,02

por esta “Resemblance”).

En la Tabla 3 se muestra la media, desviacién estandar, minimo y maximo de las
cinco variables (LVI, AVI1, AVI2, LVIE y AVIE) de las especies L. botulata y N.
schausi. Las medias y las desviaciones estandar de ambas especies muestran que
N. schausi presenta mayor variacion en cuanto a su forma y tamafo en cuatro
variables (LVI, AVI1, AVI2 y LVIE). La variable que mayor variacion tiene N. schausi
es LVI (media: 1,9641 y desviacion estandar: 0,1476). La especie L. botulata,

presenta mayor variacién con respecto a N. schausi solo en la variable AVIE, pero
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esta variacion es baja (media: 0,0803 y desviacion estandar: 0,0119). Estos datos

se pueden observar graficamente en la Figura 7.

Figura 1. Imagos machos en vista dorsal de: a) Notholoba schausi Warren (extraido
de Parra et al 2017), b) Lagynopteryx botulata Felder & Rogenhofer (extraido de

Ramos-Gonzalez 2018).

Figura 2. Armadura genital del macho en vista ventral de Notholoba schausi
Warren. La flecha roja indica la coremata, localizada en la parte superior de las
valvas (Escala: 1 cm).
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Figura 3. Armadura genital del macho en vista ventral de Lagynopteryx botulata

Felder & Rogenhofer (Escala: 1 cm).
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Figura 4. Valva izquierda del macho en vista ventral de Notholoba schausi Warren.
a) Medida lineales en milimetros de las variables LVI (longitud de la valva izquierda),
AVI1 (ancho de la valva izquierda 1) y AVI2 (ancho de la valva izquierda 2). b)
Medida lineales en milimetros de las variables LVIE (longitud de la valva izquierda

esclerosada) y AVIE (ancho de la valva izquierda esclerosada) (Escala: 1 cm).

M1=0.10 mm_

1=0.97 mm

Figura 5. Valva izquierda del macho en vista ventral de Lagynopteryx botulata
Felder & Rogenhofer. a) Medida lineales en milimetros de las variables LVI (longitud
de la valva izquierda), AVI1 (ancho de la valva izquierda 1) y AVI2 (ancho de la
valva izquierda 2). b) Medida lineales en milimetros de las variables LVIE (longitud
de la valva izquierda esclerosada) y AVIE (ancho de la valva izquierda esclerosada)

(Escala: 1 cm).
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Figura 6. Analisis de escalamiento no métrico (NMDS) de las especies

Lagynopteryx botulata y Notholoba schausi (Stress de 0,02).
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Figura 7. Grafico Boxplot de las cinco variables (longitud de la valva izquierda (L V1),
ancho de la valva izquierda 1 (AVI1), ancho de la valva izquierda 2 (AVI2), Longitud
de la valva izquierda esclerosada (LVIE), ancho de la valva izquierda esclerosada

(AVIE)) de la valva izquierda del macho de las especies L. botulata y N. schausi.
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Tabla 1. Datos de las cinco variables medidas en la valva izquierda de L. botulata y
N. schausi. LVI (longitud de la valva izquierda); AVI1 (ancho de la valva izquierda
1); AVI2 (ancho de la valva izquierda 2); LVIE (Longitud de la valva izquierda
esclerosada); AVIE (ancho de la valva izquierda esclerosada).

N Especies LVI AVI1 AVI2 LVIE AVIE

1 Lagynopteryx | 1,08 mm 0,18 mm 0,16 mm 0,67 mm 0,08 mm
botulata

2 Lagynopteryx | 1,04 mm 0,22 mm 0,36 mm 0,57 mm 0,07 mm
botulata

3 Lagynopteryx | 1,01 mm 0,31 mm 0,33 mm 0,50 mm 0,07 mm
botulata

4 Lagynopteryx | 1,06 mm 0,22 mm 0,26 mm 0,60 mm 0,08 mm
botulata

5 Lagynopteryx | 1,19 mm 0,25 mm 0,30 mm 0,66 mm 0,08 mm
botulata

6 Lagynopteryx | 1,06 mm 0,29 mm 0,35 mm 0,57 mm 0,09 mm
botulata

7 Lagynopteryx | 1,06 mm 0,31 mm 0,38 mm 0,63 mm 0,08 mm
botulata

8 Lagynopteryx | 1,08 mm 0,30 mm 0,42 mm 0,58 mm 0,08 mm
botulata

9 Lagynopteryx | 1,13 mm 0,27 mm 0,32 mm 0,61 mm 0,11 mm
botulata

10 Lagynopteryx | 1,11 mm 0,20 mm 0,29 mm 0,58 mm 0,06 mm
botulata

11 Lagynopteryx | 1,38 mm 0,24 mm 0,42 mm 0,73 mm 0,08 mm
botulata

12 Lagynopteryx | 1,14 mm 0,18 mm 0,24 mm 0,67 mm 0,07 mm
botulata

13 Lagynopteryx | 0,97 mm 0,24 mm 0,42 mm 0,52 mm 0,09 mm
botulata

14 Lagynopteryx | 1,05 mm 0,32 mm 0,39 mm 0,58 mm 0,07 mm
botulata

15 Lagynopteryx | 1,06 mm 0,24 mm 0,35 mm 0,57 mm 0,08 mm
botulata

18



16 Lagynopteryx | 1,05 mm 0,26 mm 0,40 mm 0,51 mm 0,09 mm
botulata

17 Lagynopteryx | 1,04 mm 0,18 mm 0,28 mm 0,55 mm 0,10 mm
botulata

18 Lagynopteryx | 1,13 mm 0,23 mm 0,38 mm 0,58 mm 0,08 mm
botulata

19 Lagynopteryx | 1,25 mm 0,31 mm 0,35 mm 0,61 mm 0,08 mm
botulata

20 Lagynopteryx | 1,05 mm 0,24 mm 0,34 mm 0,54 mm 0,07 mm
botulata

21 Lagynopteryx | 1,04 mm 0,20 mm 0,25 mm 0,55 mm 0,06 mm
botulata

22 Lagynopteryx | 1,02 mm 0,28 mm 0,32 mm 0,58 mm 0,10 mm
botulata

23 Lagynopteryx | 1,06 mm 0,27 mm 0,34 mm 0,55 mm 0,08 mm
botulata

24 Lagynopteryx | 1,16 mm 0,33 mm 0,44 mm 0,56 mm 0,07 mm
botulata

25 Lagynopteryx | 1,13 mm 0,30 mm 0,42 mm 0,63 mm 0,07 mm
botulata

26 Lagynopteryx | 1,18 mm 0,30 mm 0,42 mm 0,61 mm 0,09 mm
botulata

27 Lagynopteryx | 1,13 mm 0,29 mm 0,35 mm 0,62 mm 0,09 mm
botulata

28 Notholoba 1,71 mm 0,36 mm 0,58 mm 0,87 mm 0,08 mm
schausi

29 Notholoba 1,94 mm 0,42 mm 0,56 mm 1,12 mm 0,06 mm
schausi

30 Notholoba 2,09 mm 0,35 mm 0,55 mm 1,15 mm 0,05 mm
schausi

31 Notholoba 1,92 mm 0,33 mm 0,55 mm 1,13 mm 0,07 mm
schausi

32 Notholoba 2,16 mm 0,37 mm 0,58 mm 1,25 mm 0,05 mm
schausi

33 Notholoba 1,99 mm 0,41 mm 0,62 mm 0,98 mm 0,07 mm
schausi

34 Notholoba 1,95 mm 0,45 mm 0,63 mm 0,97 mm 0,07 mm
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schausi

35 Notholoba 2,07 mm 0,45 mm 0,62 mm 1,10 mm 0,07 mm
schausi

36 Notholoba 2,05 mm 0,40 mm 0,53 mm 1,08 mm 0,06 mm
schausi

37 Notholoba 2,05 mm 0,44 mm 0,60 mm 1,01 mm 0,07 mm
schausi

38 Notholoba 1,86 mm 0,35 mm 0,52 mm 1,16 mm 0,08 mm
schausi

39 Notholoba 1,93 mm 0,48 mm 0,51 mm 1,18 mm 0,08 mm
schausi

40 Notholoba 1,88 mm 0,50 mm 0,56 mm 1,20 mm 0,09 mm
schausi

41 Notholoba 2,00 mm 0,39 mm 0,51 mm 0,89 mm 0,05 mm
schausi

42 Notholoba 1,94 mm 0,52 mm 0,61 mm 0,98 mm 0,08 mm
schausi

43 Notholoba 2,08 mm 0,32 mm 0,51 mm 0,99 mm 0,05 mm
schausi

44 Notholoba 2,04 mm 0,51 mm 0,63 mm 1,15 mm 0,07 mm
schausi

45 Notholoba 2,10 mm 0,45 mm 0,59 mm 1,20 mm 0,07 mm
schausi

46 Notholoba 1,80 mm 0,39 mm 0,56 mm 1,04 mm 0,06 mm
schausi

47 Notholoba 1,94 mm 0,23 mm 0,40 mm 1,08 mm 0,07 mm
schausi

48 Notholoba 1,67 mm 0,50 mm 0,59 mm 1,05 mm 0,07 mm
schausi

49 Notholoba 1,54 mm 0,45 mm 0,72 mm 1,19 mm 0,07 mm
schausi

50 Notholoba 2,02 mm 0,35 mm 0,52 mm 1,16 mm 0,07 mm
schausi

51 Notholoba 2,00 mm 0,28 mm 0,46 mm 1,02 mm 0,06 mm
schausi

52 Notholoba 2,15 mm 0,34 mm 0,54 mm 1,21 mm 0,10 mm
schausi
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53 Notholoba 2,04 mm 0,31 mm 0,57 mm 1,25 mm 0,07 mm
schausi
54 Notholoba 2,11 mm 0,39 mm 0,54 mm 1,17 mm 0,07 mm
schausi
Tabla 2. Tamafio de muestra, promedio, error estandar de los datos

correspondientes a las especies L. botulata y N. schausi.

Especie Tamafio de muestra | Promedio Error estandar
Lagynopteryx botulata | 27 8,5886x102 8,3573x103
Notholoba schausi 27 0,12914 1,0544x10?

P(perm): 0,004

Tabla 3. Media, desviacion estandar, minimos y maximos de las cinco variables
(longitud de la valva izquierda (LVI), ancho de la valva izquierda 1 (AVI1), Ancho de
la valva izquierda 2 (AVI2), longitud de la valva izquierda esclerosada (LVIE) y

ancho de la valva izquierda esclerosada (AVIE)) de la valva izquierda de la genitalia

del macho de las especies L. botulata y N. schausi.

Variables | Lagynopteryx botulata Notholoba schausi

LVI 1,0985 + 0,0838 (0,97 - 1,38) 1,9641 £ 0,1476 (1,92 - 2,16)
AVIl 0,2577 + 0,0461 (0,18 - 0,33) 0,3978 + 0,0738 (0,35 - 0,52)
AVI2 0,3437 + 0,0671 (0,16 - 0,44) 0,5615 + 0,0613 (0,52 - 0,72)
LVIE 0,5900 + 0,0526 (0,50 - 0,73) 1,0956 + 0,1048 (1,01 - 1,25)
AVIE 0,0803 + 0,01192 (0,06 - 0,11) 0,0688 + 0,01188 (0,06 - 0,10)
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Discusién

Los datos obtenidos de las mediciones de la valva izquierda de la armadura genital
de los machos de las especies N. schausi y L. botulata, demuestran que N. schausi,
quien presenta coremata (pinceles de pelos que secreta feromonas) en la parte sub-
apical de las valvas, es la que presenta la mayor variacion en cuanto a su forma con
respecto a L. botulata, especie que carece de coremata. Esto indica que es probable
que las feromonas estén prevaleciendo como mecanismo pre-copulatorio, y, por

tanto, un rol preponderante sobre la hipotesis llave-cerradura (Dufour 1844).

Los resultados muestran que, si existe variabilidad en la armadura genital del macho
dentro de una misma especie, esto coincide con diversos estudios que documentan
dicha variabilidad aqui encontrada (Goulson 1993; Eberhard et al. 1998; House &
Simmons 2003).

La armadura genital de los machos y hembras es considerada uno de los rasgos
diagndsticos mas importantes en la sistematica de insectos, dado que en estado
adulto es utilizada en la identificacion de especies, incluso en algunos casos, es
usada en la determinacién de taxones de nivel superior (Tuxen 1970). Sin embargo,
la variacion intraespecifica de la armadura genital del macho aqui encontrada,
puede traer consigo errores en la clasificacion especifica y supra-especifica, mas
aun cuando la hipétesis llave-cerradura es muy aceptada en la sistematica de los
Lepidoptera (Shapiro & Porter 1989; Scoble 1995). Hay que tener en cuenta, que
esta conclusién preliminar, esta fundada en un estudio con solo dos especies (N.
schausi y L. botulata) y claramente seria recomendable incrementar la cantidad de

especies en un estudio que avalara lo aqui concluido.

Teniendo en consideracion que a raiz de este estudio la armadura genital del macho
es variable y no invariable, como se plantea la hipotesis llave-cerradura propuesta
por Dufour, se puede deducir también que no solo la armadura genital del macho

esta sujeta a variacion, sino que también la armadura genital de la hembra. Para
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ello, seria necesario indagar en cual de los sexos se presentaria mayor variacion
intraespecifica que estaria sujeta a la presencia o ausencia de coremata en las

armaduras genitales de los machos.

Trabajar con las armaduras genitales de los machos es recomendable, ya que es
una estructura fuertemente esclerosada que las armaduras genitales de la hembra,
lo que favoreceria al momento de comparar las diferentes estructuras que estan
presentes (Eberhard 2010a). Esta caracteristica facilita también su montaje,
permitiendo tener mas certeza en estudios de anatomia comparada, como el aqui

realizado.

En el analisis de escalamiento no métrico (NMDS) (Fig. 6) de ambas especies (L.
botulata y N. schausi), se observa dos grupos bien conformados que presentan
variacion en la armadura genital del macho. La mayor variacion observada
corresponde a N. schausi (p(perm) 0,004, valor < 0,05). La variacion encontrada en
ambas especies (menor en L. botulata y mayor en N. schausi) podria explicarse por
la presencia de androconia (pinceles de pelos que se encuentran en las patas pro,
meso y metatoracica), encargados de secretar, al igual que los corematas,
feromonas. La presencia de androconia y coremata en N. schausi, intensificaria la
sefal emitidas por las feromonas en la especie, lo que probablemente otorgarian
mayor intensidad en cuanto a la sefial en el mecanismo pre-copulatorio, razén por
la cual se observa una mayor variacion en la armadura genital del macho de ésta,
cuando se compara con L. botulata. Lo cual seria necesario trabajar con las

feromonas en un andlisis quimico, para avalar lo aqui dicho.

Las variables mas significativas en N. schausi, en cuanto a su variacion,
corresponden a: la longitud de la valva izquierda (LVI), ancho de la valva izquierda
1 (AVI1), ancho de la valva izquierda 2 (AVI2) y en la longitud de la valva izquierda
esclerosada (LVIE). En el caso del macho al tener una mayor longitud y ancho de
las valvas, se facilitaria la sujecion al abdomen de la hembra, sin dejar lugar al

escape de ésta durante la copula, esto coincide a lo dicho por Bertin & Fairbairn
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(2005), donde explican que la valva genital de los machos permite el enganche y
agarre en las hembras para asegurar la copulacion. El esclerosamiento en la zona
costal de las valvas, tiene una gran importancia en la copula, ya que esta area le
da més rigidez y seguridad a la valva, en el momento del anclaje. En N. schausi se
observa variabilidad en la variable LVIE (longitud de la valva izquierda esclerosada)
lo que le da rigidez en lo largo de la valva. Esta caracteristica puede estar
respaldada a la hipotesis de seleccion sexual (Eberhard 1985). Especificamente
en el mecanismo del conflicto sexual, donde la genitalia interna del macho puede
manipular a las hembras e inducirlas a usar el esperma de un macho en particular,
incluso si esto va en contra de los intereses de la hembra (Lloyd 1979; Alexander
et al. 1997) y para que esto se lleve a cabo y el macho se asegure de esto, se
sujeta con sus valvas para una copulacion exitosa como ya se explico

anteriormente.

Este estudio deja en evidencia que al menos dos especies de la tribu Trichopterygini
presenta variacion intraespecifica en la armadura genital de los machos, y que

probablemente esta variacion esté asociada a la emisién de feromonas.

Conclusiones

1. Las especies N. schausi y L. botulata de la tribu Trichopterygini presentan
variabilidad intraespecifica en la armadura genital de los machos en cuanto a su

forma.

2. La mayor variabilidad intraespecifica encontrada en la armadura genital del
macho es la especie N. schausi, especie que presenta en sus valvas (derecha e

izquierda) coremata (pinceles de pelos que secretan feromonas).
3. Es probable que las feromonas emitidas por la coremata actien como mecanismo

pre-copulatorio, por lo que podrian tener un rol preponderante sobre la hipotesis

llave-cerradura propuesta por Dufour (1844).
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Recomendaciones

Hay antecedentes en que la coremata y androconia son estructuras de emision de
feromonas. Se predice que las especies que presenten coremata (pinceles de pelos
gue secretan feromonas) en sus valvas, son aquellas que presentan una mayor
variacion en la armadura genital en los machos. Teniendo esto en consideracion,
se recomienda trabajar con las feromonas en un analisis quimico y poder comprobar
aguellas especies que presentan ambas estructuras (coremata y androconia) Si
éstas intensifican la emision de feromonas. Por otro lado, es necesario incrementar

especies en este estudio para una mejoria en los resultados.
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