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RESUMEN. En insectos, la determinacion y delimitacién de especies se lleva a cabo en primera instancia, usando
caracteres morfoldgicos y otros caracteres fenotipicos como color y tamafio. En Phaneropterinae (Tettigoniidae), hay
cierto grado de complejidad para delimitar taxa basdndonos solamente en caracteres morfolégicos y fenotipicos. Esto
debido a la presencia de especies cripticas, morfolégicamente muy similares, que incluso comparten nicho ecolégico.
Por lo que, actualmente se recurre a caracteres de la genitalia de machos y hembras. La especificidad de la genitalia de
los machos ha sido bien documentada en muchos grupos de insectos. Mas aln, se ha demostrado que tales caracteres
estan sujetos a intensa presion de seleccidn sexual y evolucionan mas rapidamente que otros caracteres morfolégicos.
El objetivo de este trabajo fue estudiar la subfamilia Phaneropterinae utilizando caracteres de la genitalia de machos y
hembras. Esto permiti6 la delimitacion de taxa, y la incorporacion de datos taxonémicos adicionales a bancos de
informacién e inventarios nacionales sobre biodiversidad. Se muestran dos estudios de caso donde la genitalia
representa los caracteres de diagndstico principales para delimitar especies cripticas.
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Importance of genitalia in Phaneropterinae (Orthoptera: Tettigoniidae) species delimitation

ABSTRACT. In insects, determination and delimitation of species is carried out primarily, using morphological and
other phenotypic characters such as color and size. However, in Phaneropterinae (Tettigoniidae), there exists some
degree of complexity to delimit taxa based solely on morphological and phenotypic characters. This is because of
cryptic species morphologically very similar, which sometimes even share ecological niche. Therefore, characters of
male and female genitalia are used increasingly. The specificity of male genitalia has been well documented in many
groups of insects. Moreover, it has been shown that such characters are subject to intense sexual selection pressure and
evolve faster than other morphological characters. This work aimed to study the subfamily Phaneropterinae using male
and female genitalic structures. This allowed not only delimitation of species, but also incorporating new taxonomic
data in information banks and national inventories on biodiversity. Two case studies where genitalia provides major
diagnostic characters to delimit cryptic species are presented.
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INTRODUCCION

En insectos y otros grupos de animales, la genitalia estd representada por estructuras
morfologicas sujetas a intensa seleccion sexual, por lo que divergen mas rapidamente que otros
caracteres morfoldgicos. Entre los mecanismos de seleccion que explican la rapida evolucion
divergente de las estructuras genitales, se ha propuesto: a) eleccion criptica por la hembra (ECH),
ésta ocurre después de iniciada la cdpula, propone que la genitalia del macho es un drgano de
cortejo que estimula a la hembra internamente durante la cépula, la hembra elige cual macho y cual
no fertilizara sus huevos, lo que le confiere beneficios como crias superiores; b) conflicto sexual
entre macho y hembra por el control reproductivo (cépula y fertilizacion de huevos), lo que resulta
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en Coevolucion Sexual Antagonista (CSA), es decir una carrera de armamento evolutivo entre
caracteres de la hembra y el macho que afectan la copula y la fertilizacion; c¢) hipotesis de “llave”
y “candado” en la que la morfologia especic-especifica de la genitalia del macho (llave) y la hembra
(candado), representa una barrera de aislamiento reproductivo precigotico (Alexander y Otte, 1967;
Alexander et al., 1997; Eberhard ,1985, 2004, 2010a, 2010b; Simmons 2014; Debelle et al., 2014;
WAuIff et al., 2015a, 2015b). Chamorro-Rengifo y Lopes-Andrade (2014) revisaron el uso de
genitalia (complejo falico) como caracter importante para delimitar especies de Tettigoniidae
(Ensifera). Sefialan la falta de descripciones adecuadas del complejo falico como una laguna en la
sistematica del grupo; ademas el limitado nimero de trabajos de estas estructuras, obstaculiza el
entendimiento sobre evolucion de la copula. La subfamilia Phaneropterinae (Tettigoniidae) es una
de las que posee mayor abundancia y diversidad en nuestro pais, reportdndose mas de 163 especies
(Barrientos et al., 2013). La delimitacion de especies en Phaneropterinae, en primera instancia, se
realiza mediante el uso de caracteres morfoldgicos, en su mayoria no genitalicos. Sin embargo,
existe cierto grado de complejidad en la delimitacion de especies, basandonos solamente en
caracteres morfoldgicos y fenotipicos. Esto debido a la presencia de especies cripticas
morfolégicamente similares, las cuales en ocasiones comparten incluso nicho ecoldgico. El uso de
caracteres de la genitalia de machos y hembras, permite establecer la variacion poblacional,
facilitando la delimitacién de taxa, incluso a nivel supra especifica (Song, 2009; Song y Marifio-
Pérez, 2013; Chamorro-Rengifo y Lopes-Andrade, 2014). Este trabajo tuvo como objetivo estudiar
caracteres de la genitalia de machos y hembras, en adicién a otros caracteres morfolégicos, en la
subfamilia Phaneropterinae. Esto permitid la delimitacién de taxa y la incorporacion de datos
taxondmicos adicionales a bancos de informacién e inventarios nacionales sobre biodiversidad.

MATERIALES Y METODO

El material examinado fue recolectado en el periodo 2009-2015 y esta depositado en la coleccion
de ortdpteros del Tecnol6gico Nacional de México-Instituto Tecnoldgico de Cd. Victoria (TecNM-
ITCV), a cargo de la Dra. Ludivina Barrientos Lozano. Los caracteres morfoldgicos no genitalicos
considerados son: forma y tamarfio del fastigio, forma de la cabeza, forma del vertex, tamafio y
forma de los ojos, tamafio y forma del pronoto, tamafio y forma de las tegmina, patron de venacién
en tegmina, aparato estridulatorio; en machos y hembras. En machos se consideraron los siguientes
caracteres de la genitalia externa (algunos no forman parte necesariamente de la genitalia, pero son
utilizados durante la copula): tamafio y forma del plato subgenital, forma del margen posterior del
plato subgenital, tamafio y forma de estilos del plato subgenital, tamafio y forma del plato supranal,
proyecciones del plato supranal, tamafio y forma del epiprocto, tamafio y forma de los cercos;
genitalia interna: forma y tamafio de los titillators, presencia de espinas, proyecciones o algun otro
armamento. En hembras: tamafio y forma del ovipositor, forma del plato subgenital, esclerito basal,
tamafio y forma del I6bulo del ovipositor, ovipositor, tamafio y forma de los cercos.

La diseccion de genitalia interna se realizd en material fresco y seco relajando previamente las
muestras en agua caliente durante aproximadamente una hora. Enseguida el macho se coloco en
una superficie de fijacion, y el falo se extrajo usando pinzas finas y alfileres entomolégicos con la
punta doblada en angulo recto, adecuados para este proposito. EI complejo falico se colocé durante
aproximadamente 10 min en una solucion de KOH al 10 %, lo que permitié limpiar y quitar las
membranas y masculo. Posteriormente membrana y musculos que quedan adheridos a la estructura,
fueron removidos completamente con alfileres entomolégicos. La estructura se lavd con agua
corriente y se tomaron fotografias a 40 X. Las estructuras falicas fueron conservadas en una mezcla
de alcohol, glicerina y acido acético en las siguientes proporciones: 80 % alcohol etilico al 70 %,
glicerina 15 % y &cido acetico 5 %. Fotografias e ilustraciones de los caracteres se realizaron con
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un microscopio estereoscopico marca MOTIC-SWZ-168®, equipado con camara digital de 3 mp
(Barrientos-Lozano y Rocha-Sanchez, 2013).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los caracteres de la genitalia 0 asociados a ésta, que resultaron de mayor utilidad para delimitar
especies cripticas son, en machos: plato supranal, epiprocto, plato subgenital, cercos vy titillators
(genitalia interna). En hembras: plato subgenital, esclerito basal, 16bulo del ovipositor y en algunos
casos el ovipositor. Se presentan dos casos en los que estructuras de la genitalia son los caracteres
de diagnostico mas importantes para delimitar los taxa.

1) Pterodichopetala tuliensis Rocha-Sanchez y Barrientos-Lozano, 2015. Esta especie es
morfolégicamente muy similar a P. cieloi Buzzetti et al., 2010. Sin embargo, pueden separarse
considerando, en machos forma y tamafio del plato supranal (psa), de los cercos (cco) y de los
titillators. En hembras, la forma y tamafio del plato subgenital (psg), del esclerito basal (scb) y del
I6bulo del ovipositor (Ibo); (Figs. 1y 2).

Figura 1. Macho. Arriba, P. tuliensis. Abajo P. cieloi. A-A’, habitus. B-B’, cercos (cco) y plato supranal (psa)-vista
dorsal. C-C’, titillators-genitalia interna-vista dorsal.

Los cercos de P. tuliensis y P. cieloi (Fig. 1, B-B’), son estructuras complejas que varian inter-
especificamente y sirven para asir a la hembra durante la cépula, lo que permite asegurar o
prolongar el apareamiento. Wulff et al. (2015a, 2015b) indican que la diferencia inter-especifica
en la morfologia de los cercos de los machos, e incompatibilidad mecéanica refuerzan el aislamiento
reproductivo entre especies estrechamente relacionadas. Los titillators (Fig. 1, C-C’), estan
representados por una estructura esclerotizada, formada por dos procesos simétricos que portan un

945



Entomologia mexicana, 3: 943-949 (2016)

penacho de espinas en la parte proximal de cada proceso y dos hileras de espinas en el area lateral
externa.

Figura 2. Hembra. Arriba, P. tuliensis. Abajo, P. cieloi. A-A’, habitus. B-B’, plato subgenital (psg)-vista ventral. C-
C’, esclerito basal (scb) y 16bulo del ovipositor (Ibo)-vista lateral.

La morfologia de los titillators varia entre P. tuliensis y P. cieloi, y entre otras especies
congenéricas, asi como la disposicién, nimero y tamafio de las espinas. Se sabe poco sobre la
estructura y funcién de los titillators, ya que durante la cépula estan insertados en la camara genital
de la hembra y no pueden observarse. Eberhard (2010b) y Wulff et al. (2015a, 2015b) proponen
que los titillators son un dispositivo de cortejo que estimula internamente a la hembra durante la
copula, conduciendo a la seleccién sexual mediante la eleccion criptica de la hembra. Estudios
recientes (Wulff et al., 2015a, 2015b) muestran ademas, que los titillators tienen una funcion
importante en la transferencia del espermat6foro y evitan el rechazo de la hembra durante la cépula.
En hembras de P. tuliensis y P. cieloi, la forma del plato subgenital (psg), del esclerito basal y del
I6bulo del ovipositor (Ibo) son especie-especificos (Fig. 2). Sin embargo, se desconoce en detalle
la funcidn de estas estructuras durante la copula. Estudios recientes (Wulff et al., 2015a) indican
que las hembras carecen de una estructura interna esclerotizada, homologa a los titillators en los
machos y enfatizan la necesidad de profundizar en el conocimiento y evolucion de la genitalia de
la hembra (Simmons, 2014; Wulff et al., 2015a, 2015b).

2) Otro caso en el que la genitalia proporciona caracteres de diagnostico para delimitar
taxa congenéricos es el género Obolopteryx. En la figura 3 y 4 se muestra a Obolopteryx
truncoangulata Barrientos-Lozano y Rocha-Sanchez, 2015 vs. O. brevihastata. En machos,
variacion inter-especifica se puede observar en cercos, plato subgenital, epiprocto y titillators. En
hembras, en plato subgenital, esclerito basal y l6bulo del ovipositor.
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Figura 3. Macho. Arriba, O. truncoangulata. Abajo, O. brevihastata. A-A’, habitus. B-B’, cercos (cco) y plato
subgenital (psg)-vista ventral. C-C’, epiprocto (epp) y cercos-Vista dorsal. D-D’, titillators-genitalia interna.

Figura 4. Hembra. Arriba, O. truncoangulata. Abajo, O. brevihastata. A-A’, habitus. B-B’, plato subgenital (psg)-vista
ventral. C-C’, 16bulo del ovipositor (Ibo) y esclerito basal (sch)-vista lateral.

En el presente trabajo se muestra la variacion interespecifica, en hembras y machos, de
caracteres de la genitalia externa, o relacionados a ésta durante la cdpula, y titillators (genitalia
interna) en los machos. Aunque en el caso de la genitalia interna, no se estudiaron todas las
estructuras que integran el complejo falico, se sabe que en tetigdnidos las estructuras del complejo
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falico varian a nivel especifico, genérico y supra genérico (Chamorro-Rengifo y Lopes-Andrade,
2014).

CONCLUSION

Para muchas especies de la subfamilia Phaneropterinae no se dispone de informacion sobre la
genitalia, ya que muchos taxa fueron descritos a principios del siglo XX. Por lo que la mayoria de
los géneros deben revisarse, considerando estas estructuras y técnicas adicionales como
comportamiento acustico y estudios a nivel molecular. Caracteres morfoldgicos asociados a la
genitalia externa (cercos, plato subgenital, plato supranal, epiprocto) y la genitalia interna
(titillators) aportan caracteres de diagndstico para separar especies cripticas. Informacion sobre la
genitalia interna complementa descripciones taxonomicas y fortalece la sistematica del grupo.
Permite ademas, profundizar en el conocimiento de su estructura y funcion y los mecanismos que
actuan en la rapida divergencia y evolucion de las mismas. Asi como en el entendimiento y funcién
de ésta durante la copula. También es relevante el conocimiento de la genitalia interna y estructuras
especie-especificas asociadas a la genitalia externa (plato subgenital, esclerito basal, I6bulo del
ovipositor, entre otras) de la hembra. Esto permitira comprender su estructura, funcion y evolucién
en relacion a la genitalia de los machos.
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