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Resumen

Los caracteres que se encuentran bajo seleccion sexual tienden a ser
fenotipicamente mas variables que los no sexuales. Dentro de los caracteres
sexuales se encuentran las estructuras genitales, involucradas directamente en la
copula, pero también se incluyen aquellas que participan indirectamente, como en
la busqueda de pareja o el cortejo. En este trabajo se utiliza la morfometria
geomeétrica para cuantificar la variacion intraespecifica e interespecifica de dos
estructuras sexuales (genitales y protibias) y una no sexual (€litro) en dos especies
del género Phyllophaga, con historias de vida y distribuciones diferentes, para
analizar patrones de dimorfismo sexual. Los resultados de este estudio sostienen
gue una estructura sexual varia mas que una estructura no sexual, ademas se
encuentra que hay dimorfismo interespecifico e intraespecifico en la forma y
tamafo de las protibias. Por otro lado, los élitros muestran Unicamente dimorfismo
en tamafio. Este estudio nos proporciona un panorama sobre los mecanismos

selectivos y patrones que operan en la historia evolutiva de distintas estructuras.



Abstract

Characters that are under sexual selection tend to be phenotypically more variable
than non-sexual ones. Within the sexual characters are the genital structures,
directly involved in copulation, but also those that participate indirectly (search for a
partner, courtship). In this work, geometric morphometrics is used to quantify the
intraspecific and interspecific variation of two sexual structures (genitals and
protibias) and a non-sexual one (elytra), in two species of the genus Phyllophaga
with different life histories and distributions, to analyze patterns of sexual
dimorphism. The results of this study argue that a sexual structure varies more than
a non-sexual structure. They also suggest that there is interspecific and intraspecific
dimorphism in the shape and size of protibias. On the other hand, the elytra show
only dimorphism in size. This study provides us with an overview of the selective
mechanisms and patterns that operate in the evolutionary history of different

structures.



Introduccion

La notable diversidad de los genitales masculinos que se observa entre muchos
grupos de artropodos, ha generado diversas hipétesis para su posible explicacion y
ha estimulado un buen numero de investigaciones respecto a los factores
evolutivos que contribuyen con este fenébmeno (Polihronakis, 2006). En términos
generales se admite que la evolucion de los genitales masculinos esta
caracterizada por una rapida divergencia, por lo que sus multiples formas,
proporciona en la mayoria de los casos, estados de caracter taxondmicamente
informativos al nivel de especie (Arnqvist, 1998, d’Hotman y Scholtz, 1990). Los
genitales al ser estructuras directamente relacionadas con la reproduccion se

conocen como caracteres sexuales primarios (CSP) (Ghiselin, 2010).

En muchos grupos, la morfologia genital masculina es mas conocida que
cualquier otra caracteristica y en la mayoria de las investigaciones sobre la
divergencia morfoldgica y la seleccién sexual, se han centrado en poner a prueba
sblo patrones de seleccién en los genitales masculinos (Ah-King et al., 2014;
Eberhard, 2009; Polihronakis, 2006). Sin embargo, es importante destacar que, en
el caso de los escarabajos, el mismo patron evolutivo involucra también los
genitales femeninos, aunque a menudo con caracteristicas menos conspicuas y no
tan faciles de detectar como los masculinos. En el caso del género Phyllophaga, la
genitalia es una caracteristica taxondmica a nivel de especie (Coca-Abia et al.,

1993; Polihronakis, 2008a; Richmond et al., 2016; Zunino, 2012).



El género de escarabajos fitéfagos Phyllophaga Harris, 1827, es uno de los
mas diversos en la subfamilia Melolonthinae y sus especies se caracterizan por
presentar una morfologia externa conservada, pero una gran diversidad de
genitales extraordinaria en ambos sexos (Morén, 2006; Polihronakis, 2008a; Smith,
1889). En este sentido, el género Phyllophaga es un buen grupo de estudio, ya que
con ello se satisface la primera prediccion de la seleccion sexual de acuerdo con
Polihronakis (2006): "los caracteres sexuales divergen, entre los individuos, mas

rapido que los no sexuales".

Algunos de los rasgos que facilitan la diferenciacion genital interespecifica
son el grado de fusion de los parameros, la longitud y presencia/ausencia de
ornamentaciones en el edeago, en los machos, o el grado de convexidad de la
placa pigidial, en el caso de las hembras. Ademas, se presenta una clara diferencia
en la proporcién de sexos, que oscila entre seis y quince machos por cada hembra,
lo que propicia una intensa competencia por las hembras (Moron, 1986; 2006).
Esto resulta interesante ya que a menudo, la divergencia evolutiva genital es mas
del doble en grupos en los que las hembras se aparean varias veces respecto a

grupos donde las hembras se aparean sélo una vez (Arnqvist, 1998).

Ademas de los CSP, existen los caracteres sexuales secundarios (CSS),
definidos por Darwin en 1871 (citado en Ghiselin, 2010), como aquellas diferencias
entre los sexos (dimorfismo sexual), que de alguna forma estan involucradas en la
competencia por apareamientos entre los miembros de un mismo sexo y que no

estan directamente ligados a la reproduccién. Algunos de los mas evidentes en la
9



familia Melolonthidae, donde se incluye el género Phyllophaga, y que han sido
analizados respecto a su funcién, son la longitud del cuerpo y de las antenas, el
tamafo de las patas anteriores y de la proyeccion proesternal (Eberhard, 1993a),
la superficie de las lamelas antenales (Romero-Lépez et al., 2004; citado por
Martinez-Bonilla et al., 2015), entre otros. Para este tipo de caracteres existen
algunos trabajos donde se han estudiado su significado funcional, por ejemplo,
para las especies de la familia Melolonthidae se cuenta con el trabajo de Eberhard
(1993b), en el que se postula que la diversidad de modificaciones de algunos CSS
en el género Macrodactylus Latreille, se debe a que funcionan como herramientas
de cortejo para estimular la copula. Entre los CSS mas conspicuos en Phyllophaga
se encuentran: sedas bien desarrolladas en la superficie del térax y abdomen,
espinas en la superficie ventral del fémur y tibias anteriores, "almohadillas” y pelos
tarsales, longitud de maza antenal y nimero de antendémeros (Morén y Robbins,

2004; Moron, 2006).

Independientemente de las causas evolutivas de los CSS debido a la
competencia entre machos, por seleccion de pareja por parte de la hembra o
ambas, hay congruencia en el hecho de que los caracteres bajo seleccion sexual
seran mas variables fenotipicamente, a nivel de especie, que los caracteres no
sexuales (Darwin, 1871; Eberhard, 1996), por la tendencia de la seleccion sexual
de eliminar los intentos de la seleccién estabilizadora (Polihronakis, 2006), lo cual
sucede en una amplia diversidad de taxones animales, ademas de servir como

sefales de la calidad de los individuos (Mufioz y Cruz, 1999).
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El proposito de este trabajo es analizar los patrones de variacion inter e
intraespecifico en dos especies del género Phyllophaga con historias de vida y
distribuciones notablemente diferentes, con el objetivo de comparar los posibles
efectos que tiene la presion de la seleccion natural en dos especies con

condiciones ecoldgicas y posiblemente etoldgicas diferentes.
Justificacion

Las especies del género Phyllophaga se destacan por el particular contraste
entre la heterogénea y compleja ornamentacion de sus genitales contra una
aparente morfologia externa conservadora (Polihronakis, 2006; Morén, 2006) por lo
gue han funcionado como elementos modelo en el estudio de la seleccion sexual,
para poner a prueba algunas de las predicciones que involucran este proceso
(Morén, 2006; Polihronakis, 2006; 2008; 2008b; Richmond et al., 2016). Es un
género que se ha diversificado ampliamente a lo largo de la Republica Mexicana,
teniendo especies cosmopolitas, como es el caso de P. obsoleta, y algunas

aisladas, como P. mucorea.

El presente estudio se enfoca en estudiar la variacion de genitales
masculinos de dos especies del género Phyllophaga (P. obsoleta y P. mucorea)
con historias de vida y distribucion geogréafica completamente diferentes, utilizando
herramientas de morfometria geométrica, para analizar patrones de expresion
morfoldgica de los genitales, y cuantificar, visualizar y contrastar esta informacién

con la variacion de un CSS (protibia) y un caracter sexualmente neutro (CSN)
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(élitro), con el propésito de estudiar la evolucion fenotipica y la seleccién sexual.
Realizar comparaciones cuantitativas sobre la variacion morfolégica en rasgos
genitales y no genitales, permite hallar patrones de la forma y tamafo en éstos,
(Klaczko et al., 2015; Rowe y Arnqvist, 2012; Song y Bucheli, 2010) y lograr un
mejor entendimiento de su funcién biolégica y de los mecanismos que actian sobre

ellos.

Antecedentes
Los caracteres sexuales y el dimorfismo sexual

Dentro del contexto sexual de un organismo se consideran como atributos sexuales
aquellos caracteres que estan involucrados en todo el proceso reproductivo,
incluyendo procesos precigoticos y fertilizacion (Ghiselin, 2010). Una de las
diferencias basicas entre los sexos son las gonadas: la posesion de ovarios en un
lado y testiculos en el otro, los cuales podemos definir como caracteres sexuales
primarios (Darwin, 1871) (Figura 1). Ademas, hay estructuras que son
consideradas genitales secundarios ya que se encuentran distantes a los genitales
primarios (albergan el esperma desde el gonoporo masculino para luego
introducirlo en la hembra) y muestran el mismo patron evolutivo de divergencia
rapida como los genitales primarios, por lo qgue generalmente han sido incluidos en
discusiones de evolucion genital de este tipo de caracteres (Eberhard, 2004b;

Eberhard, 2010; Ghiselin, 2010; Song y Bucheli, 2010).
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Hay otras estructuras que no estan fisicamente cerca a los genitales, y que
se especializan en palpar partes no-genitales de la hembra, es decir, no estan
involucradas directamente con la reproduccién sexual, pero funcionan en el cortejo
para estimular o sujetar a la hembra (Eberhard, 1993b; 2009; 2010; Ghiselin, 2010).
Este tipo de estructuras son considerados como caracteres sexuales secundarios
(CSS), y también muestran un patrén similar de divergencia relativamente rapida y
dimorfismo sexual (Eberhard, 2010; Ghiselin, 2010; Voje, 2016). Aquellos
ornamentos involucrados en la eleccion de pareja o en el combate entre machos

también son considerados CSS (Pizzo et al., 2012) (Figura 1).

P,
ALy AN

o AF ,‘ \

Figura 1. Caracteres sexuales en Phyllophaga sp. Caracteres sexuales primarios: (a)
edeago; (b) pardmeros; (c) placas genitales. Caracteres sexuales secundarios: (d) sedas en la
superficie del abdomen; (e) lamelas antenales; (f) patas delanteras; (g) cAmara genital femenina
(Tomado de Mordn, 2006; Romero-Lopez et al., 2009).
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Darwin (1871) sefialé que ciertas diferencias entre machos y hembras tienen
gue ver con la competencia por apareamientos, entre miembros del mismo sexo, lo
gue él habia llamado seleccion sexual y que actualmente considera dos procesos:
(1) competencia entre machos (competencia intrasexual) y (2) seleccion de pareja
por parte de la hembra (Mufioz y Cruz, 1999). La seleccion sexual ha sido
considerada el principal mecanismo responsable del dimorfismo sexual en insectos
(Benitez, 2013; Eberhard, 2004a); sin embargo, también puede ser producto de
otras presiones que operan bajo la seleccion natural, como son los factores
ecoldgicos, la competencia interespecifica, fecundidad, etc. (Berns, 2013; Jannot y
Kerans, 2003).

Una de las evidencias mas notable y comun del dimorfismo sexual es el
tamafo corporal, pues generalmente las hembras son mas largas que los machos,
lo que puede significar una adaptacion ligada a la fecundidad (Benitez, 2013;
Jannot y Kerans, 2003). Ademas del dimorfismo sexual en tamafio, las hembras y
los machos pueden diferenciarse por la forma (Berns, 2013; Virginio et al., 2015) y
aunque ésta puede contribuir de manera significativa a varias funciones como la
alimentacion, el apareamiento, el cuidado parental y otras caracteristicas en la
historia de vida, los patrones de dimorfismo de la forma han recibido histéricamente
menos atencion que las diferencias sexuales en tamafio (Berns, 2013). Por lo tanto,
una de las tendencias que actualmente se ha propuesto es explorar en conjunto la
forma y el tamafio, logrando cuantificar de manera mas completa y profunda los

mecanismos que subyacen al dimorfismo sexual, ya que las distintas partes de un
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cuerpo pueden tener mdultiples funciones y estar bajo la influencia de distintos

agentes selectivos (Berns, 2013; Lemic et al., 2014; Tatsuta et al., 2001).

Hipo6tesis de la evolucion de las estructuras sexuales primarias

Son cuatro hipétesis principales las que tratan de explicar la evolucién de la
diversidad de las formas de las estructuras genitales en insectos (Brennan y Prum,
2015; Eberhard, 2010; Shapiro y Porter, 1989; Zunino, 2012). Las dos ultimas son

las mas aceptadas e involucran a la seleccion sexual (Eberhard, 2010):

1. Hipotesis llave—cerradura o del ajuste morfoldégico entre los genitales
masculinos y femeninos. Considera que la morfologia de los genitales
masculinos se ha moldeado para corresponder estrictamente con la
morfologia genital femenina y viceversa. En este contexto, se logra evitar
perder una inversion larga, debido a una fertilizacibn por esperma
heteroespecifico, y ademas, los machos también se benefician, aunque en
menor medida, debido a sus gametos menos costosos. Si esta
correspondencia no es adecuada, el apareamiento e inseminacion se

complica o imposibilita (Arngvist, 1997; Eberhard, 2009).

2. Hipoétesis del pleiotropismo. Asume que la morfologia de los genitales
masculinos no esta relacionada directamente con el éxito reproductivo, por lo
gue la forma genital no esta influenciada por la seleccién sexual, sino que

estd genéticamente vinculada con otros caracteres morfolégicos
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involucrados positivamente en el éxito reproductivo (Arnqvist, 1997; Zunino,

2012).

. Eleccion criptica femenina (ECF). Postula que la variacion de los
caracteres sexuales masculinos esta relacionada con la eleccion criptica de
la hembra, ya que, en el caso de los genitales masculinos, ésta puede
beneficiar aquellos disefios que proporcionen un mejor ajuste o estimulo
(Eberhard, 1985, 1996; Arnqgvist 1997; Klaczko et al., 2015). Por lo tanto, la
seleccion sexual por eleccion femenina se produce después de la copula
(seleccion postcopulatoria), mediante procesos, tales como transporte de
esperma, oviposicion, re-apareamiento, etc., ademas, los machos pueden
desarrollar adaptaciones que incrementan su control reproductivo sobre las

hembras (Eberhard, 1996; 2009; 2010).

. Coevolucion sexual antagonista (CSA). Propone que los intereses tanto
del macho como de la hembra respecto a situaciones asociadas a la copula,
inseminacion vy fertilizacién no son idénticos, y que los machos y hembras
estdn comprometidos en carreras coevolutivas por el control de estos
procesos (Alexander et al. 1997; Arnqvist y Rowe 2005; Chapman et al.
2003; Holland y Rice 1998). En este contexto los genitales en ambos sexos
evolucionan bajo seleccion reciproca que actia en todas las etapas de la
cédpula mediante interaccion reciproca de estimulacién mutua, por lo que el
proceso de divergencia de estructuras sexuales estaria mas acentuado de

acuerdo con el papel que tiene cada estructura durante la cépula (Zunino,
16



2012).

Estas dos ultimas hipdtesis asumen la rapida divergencia de los genitales
masculinos como resultado de su coevolucion con los genitales femeninos, por lo
gue puede llegar a ser dificil discriminar entre ellas. En teoria, ambas podrian
actuar simultdneamente, reforzandose o contrarrestando una a la otra, incluso
secuencialmente sobre un mismo rasgo (Eberhard, 2010; Klaczko et al., 2015). Una
revision llevada a cabo por Eberhard (2010), con la finalidad de discriminar entre
estas dos ultimas hipotesis, indica que es poco probable que la CSA, haya tenido
una mayor influencia en explicar los patrones de evolucion de los genitales por lo
gue resalta que es necesaria una aplicacion experimental de pruebas mas directas
sobre la ECF, que incluyan modificaciones de la forma genital masculina y de las
capacidades sensoriales de la hembra. De esta forma es posible lograr un analisis
mas directo del comportamiento genital y posibles interacciones hembra-macho

durante la copula.

La morfometria geométricay el analisis de la variacién de la forma biolégica

El andlisis de la forma de las estructuras tiene un aporte relevante en estudios
bioldgicos, ya que una gran variedad de procesos, como enfermedades o lesiones,
desarrollo ontogenético, adaptacion a factores geograficos locales, o diversificacion
evolutiva a largo plazo, entre otros, producen diferencias de la forma entre
individuos o0 sus partes, y su aplicacion se ha enfocado en entender diversas

causas de la variacién y transformacion morfologica (Roth y Mercer, 2000; Zelditch
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et al., 2004). Las discrepancias en la forma pueden ser causa de diferentes
funciones desempefiadas por las mismas partes, diferencias en las respuestas a
las mismas presiones selectivas (o diferencias en las presiones selectivas), asi

como diferencias en procesos de crecimiento y morfogénesis (Zelditch et al., 2004).

Tradicionalmente, la morfometria se realizaba aplicando estadistica
univariada o multivariada a medidas de longitud, profundidad, anchura, angulos y
radios, pero con el paso del tiempo ha sido evidente que tal conjunto de datos
contiene relativamente muy poca o0 ninguna informacion sobre la forma, limitando
las posibles interpretaciones biolégicas (Adams et al., 2013; Rohlf, 1990; Rohlf y
Marcus, 1993; Zelditch et al., 2004). Como resultado, en la década de los 80’s, la
morfometria tomé un cambio y enfoque diferente en el analisis y cuantificacion de
la variacion de las estructuras morfolégicas, pues se buscaba capturar la

informacion geométrica de las estructuras (Adams et al., 2004; 2013).

Gran parte de esta notable revolucion resultd de definir con precision qué es
la "forma", y desarrollar y entender los procedimientos analiticos y las implicaciones
matematicas de esa definicion (Mitteroecker y Gunz, 2009). Kendall (1977) definio
la “forma” como "toda la informacion geométrica que permanece cuando la
ubicacién, dimensién y los efectos de rotacion se filtran de un objeto". Los primeros
trabajos que tenian sustento con esta definicién, comenzaban sus analisis con el
registro de coordenadas de los hitos o puntos de referencia (Adams, 1999; Toro et
al., 2010). Los hitos son puntos anatémicos homodlogos, o al menos de

correspondencia de ubicacién, que pueden ser reconocidos como el mismo locus
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en todas las muestras de un estudio (Elewa, 2010; Webster y Sheets, 2010), por lo
tanto, son puntos fijos que pueden ser descritos por coordenadas cartesianas, tanto
en formas bidimensional (x, y) como en formas tridimensionales (x, y, z) (Toro et
al., 2010). Cabe resaltar que en los estudios de morfometria geométrica se ha
considerado que el tamafio de la muestra empiricamente debe ser tres (Monteiro et

al., 2002) o cuatro veces la cantidad de hitos (Bookstein, 1996).

Después de la adquisiciéon de las coordenadas de los hitos, el siguiente paso
se basa en una métrica conocida como distancia Procrustes, que mide la cantidad
de diferencias de la forma (Richtsmeier et al., 2002; Zelditch et al., 2004). Esta
técnica, llamada analisis Procrustes, superimpone todas las configuraciones de
hitos de todos los especimenes a un sistema comun de coordenadas, generando
un nuevo conjunto de variables, pues en este procedimiento todas las
configuraciones son trasladadas a un origen, escaladas a un mismo tamafo
(tamafio centroide) y rotadas hasta minimizar el total de la suma del cuadrado de
las distancias de los hitos de las configuraciones respecto a una configuracién de
referencia, que es generalmente la media de la muestra (Adams et al., 2013;
Klingengber, 2013b; Rohlf 1999; Monteiro et al., 2000). La configuracion promedio
es el punto en el espacio de la forma que tiene la suma minima de distancias
Procrustes desde cada punto (espécimen) en la muestra, y puede ser estimada de
forma iterativa por una serie de superposiciones (Monteiro et al., 2000; Slice, 2007).
Este procedimiento es conocido como andlisis generalizado Procrustes (GPA) y es

el mas utilizado, aunque también existen otros métodos de superposiciéon como
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registro de deslizamiento de base (SBR), Coordenadas de la forma de Bookstein

(BC) y Ajustes Resistente de Superposicion (RFSP) (Zelditch et al., 2004).

Todos estos métodos difieren principalmente en el grado en el cual el
tamafo, posicion y escala son removidos (Figura 2) (Webster y Sheets, 2010;
Zelditch et al., 2004). Una vez realizada la superposicion, las configuraciones se
encuentran ubicadas dentro de un espacio curvo de la forma llamado espacio de
Kendall y para poder realizar analisis multivariados necesitan ser proyectadas

ortogonalmente a un espacio lineal tangente (Adams et al., 2013).
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Figura 2. Variacion ontogenética en el cuerpo de la pirafia Serrasalmus gouldingi visualizada en tres
métodos de superposicion: (a) Coordenadas de la forma Bookstein con linea de base 1-7; (b)
Registro de deslizamiento de linea de base, con la misma linea de base anterior; (c) Superposicion
Procrustes (Tomado de Zelditch et al., 2004).

En este punto es posible aplicar la estadistica multivariada como es el
analisis de tipo exploratorio y el andlisis para las pruebas de hipoétesis (Mitteroecker
et al., 2013; Toro et al., 2010). Con este cambio tan fundamental, en la teoria de
medicién, la morfometria geométrica se ha convertido en una poderosa
herramienta para la evaluacion objetiva de la variacién de la forma, y actualmente

es aplicada en los estudios de las ciencias morfolégicas, como la morfologia
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descriptiva y/o la morfologia evolutiva, pues su conocimiento no sélo es importante
ya que representa una nueva técnica de andlisis, sino que también lo es como
parte del conocimiento general fundamental en la formacién y actualizacién de un
morfologo (Adams et al., 2004; Cardini y Loy, 2013; Toro et al. 2010; Zelditch et al.,

2004).

Estudios de seleccion sexual en Melolonthidae

Desde hace 40 afios se comenzaron a realizar estudios de seleccion sexual en
Melolontinos (Zunino, 2012). En México fue Moron (1988), quien se interesé en
describir el dimorfismo sexual en las ufas tarsales de una especie del género
Phyllophaga, asi como, ilustrar los genitales de ambos sexos. Los estudios sobre
conducta sexual en coledpteros comenzaron en los 90’s, cuando Eberhard (1992)
realiz6 observaciones de interacciones interespecificas en tres especies sintopicas
del género Macrodactylus para tratar de explicar la divergencia genital de los
machos. Encontré que generalmente las hembras tienen la habilidad de evitar
inseminaciones conespecificas, pero a la vez pueden aparearse multiples veces.
Junto a esto, observé que los machos se comportan en el cortejo como Si
estuvieran bajo seleccion por parte de la hembra. Un afio después, amplié su
estudio haciendo descripciones y observaciones de estructuras (cerdas, patas) de
los machos de estas especies para entender su significado funcional en el contexto
sexual y llegd a la conclusion de que las cerdas ventrales pueden tener funcion
estimulante durante el cortejo, y que las patas en los machos les permiten frotar

zonas de la hembra o son usadas para defensa en ambos sexos (Eberhard,
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1993b). También estudio el acoplamiento de P. obsoleta, y observé que, durante la
copula, la prominencia preapical de la placa pigidial femenina coincide con el surco
de la placa anal y el quinto esternito masculino, en tanto que la depresién esternal
amplia del abdomen del macho cubierta con abundantes sedas yace sobre el
extremo distal de los élitros de la hembra, y también que ambos sexos se estimulan

mutuamente con sus patas en el proceso (Eberhard, 1993a; Moron, 2006)

Polihronakis (2006) realiz0 un analisis morfométrico en el género
Phyllophaga, en el cual demuestra que los genitales varian en la forma
significativamente mas que el élitro, y en el afio 2008, la misma autora hizo un
estudio mas completo donde analiz6 la evolucion de ciertos rasgos dimorficos en
algunas especies de este género. La primera parte de la investigacion propone una
hipétesis filogenética para trazar la evolucion de los genitales masculinos y
femeninos. Sus resultados muestran que, en los genitales masculinos, los
parameros simétricos son un caracter ancestral que fue evolucionando de manera
direccionada hacia la asimetria, y en los femeninos ha sido mas ramificada, ya que
en muchos grupos se comparten muchas formas. También analizo la estructura
geografica con ADN mitocondrial y la forma de los genitales de ambos sexos,
encontrando que los genitales femeninos tienen mayor estructuracion geogréfica

gue los masculinos.

Romero Lépez et al. (2004) hallaron varios tipos de sensilas en las lamelas
antenales de P. obsoleta, las cuales pueden estar involucradas en la recepcion de

feromonas. Complementando este estudio, Romero-Lépez et al. (2009),
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describieron parte del "llamado sexual” de P. obsoleta, donde caracterizaron la
parte terminal del abdomen y la cdmara genital femenina, una estructura en forma
de bolsa ubicada en la terminalia posterior del octavo segmento abdominal, que
libera feromonas para atraer a los machos. Finalmente, Martinez-Bonilla et al.
(2015) retomaron la linea de investigacion de Macrodactylus e hicieron un estudio
comparativo de morfometria lineal en dos especies de este género para hallar
dimorfismo sexual en antenas y cuerpo, donde encontraron diferencias
significativas en la longitud de cuerpo, longitud del flagelo y maza antenal en

ambas especies.

Muchos de estos estudios proveen las bases y sustento para las lineas de
investigacion evolutiva, en este caso, dirigidos a la teoria de seleccion sexual,
ademas de que especies, como las de Phyllophaga, caracterizados por tener
genitales conespecificos, han funcionado adecuadamente en investigaciones de

divergencia y evolucién bajo seleccion sexual (Polihronakis, 2006).
Genitales en Phyllophaga

En coleopteros, los genitales masculinos consisten en un sistema de doble tubo
gue se ajustan mutuamente; un tubo interior formado por el I6bulo medio y un tubo
externo formado por el tegmen (pieza basal y parameros) (Metcalfe, 1932). El
I6bulo medio es una estructura membranosa o esclerosada que forma parte del
sistema interno genital junto con el saco interno y temonas (d’Hotman y Scholtz,

1990). En Scarabaeoidea, si bien hay una configuracion general, también existe
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mucha variacion en forma, tamafio y grado de esclerosamiento, aunque en la
mayoria de los Scarabaeoidea superiores, esta reducido a una estructura
membranosa que es continua y dificil de distinguir del saco interno (d’Hotman vy
Scholtz, 1990). Esta Ultima, es una estructura membranosa que es evaginada a
través de una abertura (llamada ostium) en el momento de la copula y en muchos
casos, su armadura es util para la caracterizacion taxondémica de las especies
(d’Hotman y Scholtz, 1990). Las temonas son una estructura alargada y pareada
gue se extienden dentro de la pieza basal y en Phyllophaga forman una estructura

gue envuelve al saco interno (d’Hotman y Scholtz, 1990) (Figura 3).
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Figura 3. Esquema general de los genitales masculinos de Phyllophaga sp. (PB: Pieza basal, PA:
parameros, TE: temonas): (a) vista ventral; (b) vista dorsal; (c) vista lateral; (d) segmento genital o
spiculum gastrale (Modificado de d’Hotman y Scholtz, 1990).

Los parameros representan la parte distal del tegmen y son un par de
escleritos que rodean al I6bulo medio (Figura 4), y en general, son las estructuras
gue presentan la mayor diversidad morfolégica, aunque mantienen una gran
especificidad a nivel especie (Morén, 2006; Richmond et al., 2016). En la parte

basal de los parameros podemos encontrar una estructura menos quitinizada, en
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forma de "Y" invertida, que se sujeta a éstos mediante membranas, es llamada
spiculum gastrale (Benitez-Herrera et al., 2015). Generalmente los parameros son
estructuras simétricas, sin embargo, hay casos de asimetria presente en muchos
grupos, incluyendo a algunos subgéneros de Phyllophaga (Polihronakis, 2008b).
Suelen ser estructuras moviles, pero en algunos casos, debido a su parcial o total
fusion con la pieza basal, la movilidad es restringida. Su funcién principal es dar
soporte al I6bulo medio, aunque se han encontrado sedas y sensilas que sugieren
una funcién sensorial durante la cépula (d’Hotman y Scholtz, 1990; Vaz de Mello et

al., 2002).

Figura 4. Vista lateral de los genitales masculinos de P. obsoleta: (SI) Saco interno (PA) Parameros
(LM) Lébulo medio (PB) Pieza basal (Modificado de Mordn, 2006).

Algunos autores se refieren al tegmen como “capsula genital” y a toda la
estructura genital interna (saco interno, l6bulo medio) como “edeago” (Mordn,
2006), otros usan el término “edeago” para referirse a los genitales en su totalidad
(d’Hotman y Scholtz, 1990), incluso hay quienes dividen el tegmen en pieza basal,

tecto y pardmeros (Ramirez-Ponce y Morén, 2012; Benitez-Herrera et al., 2015).
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En Phyllophaga, algunos de los rasgos que facilitan la diferenciacion genital
interespecifica son el grado de fusion y simetria de los parameros, la longitud y
presencia/ausencia de ornamentaciones en el edeago (Morén, 2006; Polihronakis,

2008h).

Generalidades de las especies de estudio

Phyllophaga obsoleta (Blanchard, 1851). La longitud corporal de esta especie
oscila entre 16 a 20 mm, tienen cuerpo ovalado y robusto; coloracion parda
amarillenta o parda rojiza. Esta especie habita en los bosques tropicales,
subtropicales, caducifolios, subcaducifolios y meséfilo de montafa, encinares,
bosque de pino y encino, matorrales, asi como en terrenos de cultivo ubicados
desde el nivel de mar hasta los 2,667 m de altitud. Aparentemente en su etapa
adulta no muestran preferencia especifica de alimentacién del follaje, ya que se les
ha observado sobre diversas especies. Las larvas se desarrollan en el suelo,
consumiendo principalmente raices de gramineas y en algunas regiones se han
reportado como plagas agricolas de los cultivos de maiz, alfalfa, cafia de azucar y
papa (Morén, 2006; Moron et al., 1997). Es una especie bastante comuan, con una
amplia distribucion geografica desde el sur de los Estados Unidos, hasta Colombia
y Venezuela (Figura 5). En México se localiza en los estados de Sinaloa, Nayarit,
Jalisco, Michoacan, Aguascalientes, Guerrero, San Luis Potosi, Estado de México,
Nuevo Ledn, Morelos, Hidalgo, Tamaulipas, Puebla, Veracruz, Oaxaca, Chiapas,
Yucatan, Quintana Roo (Morén, 2006; Mordn et al., 1997). En etapa adulta se

encuentran activos principalmente de abril a agosto (Morén, 2006; Aragon et al.,
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2005).

Phyllophaga mucorea (LeConte, 1856). La longitud corporal de esta especie
oscila entre 12.5-19 mm. Tienen cuerpo ovalado; coloracién castafio-rojizo brilloso.
Se desconocen sus habitos. En Estados Unidos ha sido colectada en los estados
de Texas, California, Arizona, Kansas y Nuevo México, por lo que aparentemente
es comun en el suroeste de este pais (Saylor, 1940). En México hay registros de
Cabo San Lucas, Baja California Sur (Horn, 1878) (registro cuestionable de
acuerdo con Saylor (1940)), y en Laguna Salada, en el norte de Baja California (los

ejemplares de este trabajo provienen de esa zona) (Figura 5).

Figura 5. Distribucién de P. obsoleta (circulos negros) y P. mucorea (circulos rojos) (Mapa realizado
en http://www.simplemappr.net/).
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Estructuras de estudio

Cépsula genital masculina (CGM). Es una estructura compleja, pues consiste en un
sistema doble: una estructura esclerosada basicamente a modo de capsula
(falobase y pardmeros) (Figura 6b), que envuelve a otra membranosa, y es la
estructura copuladora (edeago) (Figura 6c¢), y ambos componentes han sido
descritos en muchas especies, aunque la segunda con menos atencion. En
Phyllophaga obsoleta la CGM presenta los parameros completamente fusionados
formando un anillo estrecho, pero con los apices proyectados en forma de una
laminilla media ventral ligeramente inclinada (Fig. 6 a y d). En Phyllophaga
mucorea la CGM presenta los parameros totalmente separados y solo se fusionan
en la falobase, ambos ligeramente asimétricos, con una muesca distal y los apices
dirigidos hacia el centro; cada uno con forma de media luna, ensanchados en la
zona media y adelgazados en la zona distal. Las caras de cada paramero no son
planas, pues en vista dorsal presentan concavidad (Figura 7) (Saylor, 1940). Se ha
hipotetizado que los parameros tienen un papel sensorial y mecanico durante la

copula (Eberhard, 1993a).
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Figura 6. Genital masculino de Phyllophaga obsoleta. Jalisco, México. (a) Aspecto lateral de la
capsula genital con el edeago extendido; (b) Aspecto dorsal de la capsula genital con el edeago
extendido; (c) Detalle del apice del edeago en vista central; (d) Aspecto dorsal de los parameros, sin
el edeago (Tomado de Moron, 2006).
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b

Figura 7. Genitales masculinos de Phyllophaga mucorea: (a) vista dorsal de los parameros
masculinos. (b) vista lateral de los pardmeros masculinos (Tomado de Saylor, 1940).
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Protibia derecha (CSS). Es el cuarto segmento de las patas delanteras vy
puede estar involucrado en asuntos que van mas alla de la mecénica del traslado,
pues en Phyllophaga, hay registros que durante la cépula ambos sexos se
estimulan mutuamente con sus patas, por lo que podrian tener significado funcional
durante el cortejo y la cépula (Eberhard, 1993a). Son estructuras que presentan
sedas y ornamentaciones tuberculosas/espinosas, asi como bordes con procesos
particulares. En el caso de Phyllophaga, la protibia presenta tres procesos

dentiformes en el borde externo y dimorfismo en el tamafio (Mordn, 2006),

Elitro derecho (CSN). Son estructuras relativamente simples, pues cada
elitro consiste de una sola pieza concava que protege y resguarda a su respectiva
ala membranosa; sin embargo, son estructuras bastante rigidas que pueden variar
en coloracién, textura y tamafio (Moron, 2006). Ha sido considerada como
sexualmente neutra debido a que no tiene ninguna funcién que la relacione con el

cortejo y/o apareamiento (Polihronakis, 2006).
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Objetivos

Objetivo general

Analizar la variacibn morfolégica en dos estructuras sexuales y una sexualmente
neutra en machos y hembras de dos especies de Phyllophaga Harris (P. obsoleta
(Blanchard, 1851) y P. mucorea (LeConte, 1856)), para evaluar dimorfismo sexual y

divergencia morfolégica como un indicativo de tasas diferenciales de evolucion.

Objetivos particulares

1. Describir y comparar la variacion morfologica intraespecifica e interespecifica

de un CSP y CSS respecto a un caracter sexualmente neutro.

2. Describir la variacion morfologica intraespecifica e interespecifica entre dos
estructuras sexuales y una no sexual en machos de Phyllophaga obsoleta
(Blanchard, 1851) y Phyllophaga mucorea (LeConte, 1856).

3. Describir la variacion morfologica intraespecifica e interespecifica entre una
estructura sexual y una no sexual en hembras de Phyllophaga obsoleta
(Blanchard, 1851) y Phyllophaga mucorea (LeConte, 1856).

4. Cuantificar y describir la divergencia morfologica interespecifica entre dos
estructuras sexuales y una no sexual de Phyllophaga obsoleta (Blanchard,
1851) y Phyllophaga mucorea (LeConte, 1856).

5. Evaluar covarianza intraespecifica entre dos estructuras sexuales y una no
sexual de Phyllophaga obsoleta (Blanchard, 1851) y Phyllophaga mucorea
(LeConte, 1856).
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Hipotesis

Los caracteres sexuales presentan mayor variacion y divergencia morfolégica que
los caracteres no sexuales debido a que estan sujetos a constantes selecciones

direccionales en la competencia por apareamientos o en la eleccion de pareja.

Material y métodos

Ejemplares

Se obtuvieron 68 machos y 59 hembras de Phyllophaga, de la coleccion
entomoldgica del Instituto de Ecologia A.C. Phyllophaga obsoleta (n= 29 &; 25 9)

(Figura 8) y Phyllophaga mucorea (n= 39 &; 34 Q) (Figura 9).

Los ejemplares de Phyllophaga obsoleta, provienen de los estados de
Veracruz, Chiapas, Hidalgo, Querétaro, Estado de México, Morelos, Guerrero,
Sinaloa, Nayarit, Jalisco, Michoacan, mientras que los de Phyllophaga mucorea

provienen de Laguna Salada, ubicada en el norte de Baja California.
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Figura 8. Ejemplares de Phyllophaga obsoleta.

5mm

Figura 9. Ejemplares de Phyllophaga mucorea.

5mm
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Procesamiento de material y toma de fotografias

Los ejemplares fueron reblandecidos y remontados para diseccionar los genitales y
facilitar el analisis de las estructuras. Las fotografias se tomaron con un
microscopio estereoscopico multifocal Leica Z16APOA y una camara asociada
Leica DFC 490 con el programa Leica Suites software V. 4.3., que se encuentra en
el laboratorio de fotografia del Instituto de Biologia de la UNAM, asi como con un
microscopio estereoscopico y una camara digital ubicados en el laboratorio de
Microcine de la Facultad de Ciencias, UNAM. Las estructuras fotografiadas para el

analisis fueron:

Céapsula genital masculina (CSP). La capsula genital de cada ejemplar fue
montada sobre una lamina de cartulina y los parameros, considerados como las
estructuras con mayor variacion morfologica interespecifica, se fotografiaron

distalmente (Figura 10y 11).

Protibia derecha (CSS). Se fotografiaron dorsalmente, colocando la
estructura en el plano horizontal (Figura 12). Es importante mencionar que en la
mayoria de los ejemplares se trabajo con la protibia derecha, sin embargo, algunos
la presentaron desgastada por lo que en estos casos se utilizaron las izquierdas,

bajo el criterio de simetria bilateral.

Elitro derecho (CSN). Se fotografiaron dorsalmente, colocando la estructura
en el plano horizontal (Figura 13). En todos los ejemplares se trabajo con el élitro
izquierdo, debido a que estan libres del alfiler donde se montan los ejemplares.
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Figura 10. Genital masculino de Phyllophaga obsoleta en vista fronto-distal.

Figura 11. Genital masculino de Phyllophaga mucorea en vista fronto-distal.
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1 mm

Figura 12. Protibia derecha de Phyllophaga mucorea en vista dorsal.

1cm

Figura 13. Elitro izquierdo de Phyllophaga obsoleta en vista dorsal.
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Procesamiento de imagenes

Puntos de referencia y protocolos del registro de la forma. El registro de la forma de
las estructuras se llevo a cabo a partir de protocolos de plantillas disefiadas en el
programa MakeFan6 (Sheets, 2006). Esto permitié generar las plantillas con el
disefio de peines, abanicos y circunferencias, que sirvieron de guia en el registro
de las coordenadas. Las plantillas fueron generadas a partir de puntos homélogos y
estdn compuestas por lineas equidistantes para facilitar la captura de los
contornos. Después de tener todas las fotos con las plantillas, se usaron tpsuUtil
version 1.58 (Rohlf, 2015), para generar un archivo TPS, que juntara todas las fotos
por cada estructura. Estos archivos se trabajaron en tpsDig version 2.17 (Rohlf,
2013), para colocar las marcas que contienen el registro de coordenadas que se

usaron en el analisis morfométrico, en este caso, en dos dimensiones (X,y).

Disefio de plantillas en parameros. En el caso de P. obsoleta, los parameros estan
completamente fusionados y se aprecian como una estructura anillada, por lo que
el disefio de la plantilla para el registro de la forma y variacion se ha definido con
dos plantillas en forma de abanico a partir de tres puntos fijos que corresponden a
la linea de fusién basal y apical de los parameros; asi como, el punto mas lejano
del angulo lateral del anillo. Cada abanico estd compuesto por 40 lineas y juntos

definen la forma de todo el contorno (Figura 14).
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Figura 14. Genital masculino de Phyllophaga obsoleta en vista distal con el protocolo del registro de
la forma del contorno de los parameros definido por dos abanicos de 40 lineas cada uno, creados a
partir de tres puntos fijos (circulos blancos).

En el caso de P. mucorea, los pardmeros no se encuentran fusionados, y se
aprecian como estructuras alargadas. Por lo tanto, ambos parameros se trabajaron
en imagenes independientes para facilitar la colocacion de las marcas y sus formas
se registraron mediante un protocolo de tres plantillas en forma de peine (Figura
15), colocadas en base a tres puntos fijos: uno en el angulo superior interno de la
sutura de los pardmeros, otro en el 4pice del denticulo ubicado en la parte basal y

otro en el 4pice del paramero.
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El protocolo de tres plantillas fue de la siguiente manera: 1) para el margen
externo se definié un peine en con 40 lineas desde el angulo superior interno de la
sutura de los parameros y el apice del denticulo basal (Figura 16 a); 2) para el
margen interno se disefid un peine de 40 lineas fijado en el &ngulo superior interno
de la sutura de los pardmeros, y en la parte mas distal del apice del pardmero
(Figura 16 b); y, 3); el contorno externo del &pice de los pardmeros con otro peine
de 8 lineas ubicado en el apice del denticulo basal y la parte mas distal del apice

del paramero (Figura 16 c). El mismo protocolo se aplicé para ambos parameros.

Figura 15. Genital masculino de Phyllophaga mucorea en vista distal con el protocolo del registro de
la forma del contorno de los parameros definido por tres peines, creados a partir de tres puntos fijos
(circulos blancos).
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a b Cc

Figura 16. Registro a detalle de la forma de los parameros de Phyllophaga mucorea: (a) Registro del
margen externo del paramero derecho; (b) Registro del margen interno del paramero derecho; (c)
Registro del margen externo del apice del paramero derecho. Los peines se hicieron a partir de tres
puntos fijos (circulos negros con centro blanco).

Disefio de plantillas en protibias. En las dos especies de Phyllophaga, la protibia
presenta tres denticulos externos que son puntos homologos facilmente
reconocibles y a partir de los cuales se han fijado las marcas para el disefio de las
plantillas. La variacion de la forma de esta estructura se ha analizado, en ambas
especies, con un protocolo de tres plantillas, un abanico y dos peines conectados a
partir de tres puntos fijos: el apice del denticulo superior e inferior, y el angulo basal
interno (Figura 17). El margen interno queddé definido con un abanico de 30 lineas
fijado en el apice del denticulo superior e inferior, y el angulo basal interno (Figura
18a). Para el margen superior externo se disefid un peine de 30 lineas fijado en el
apice del denticulo superior y el apice del denticulo inferior (Figura 18b); y para el
margen inferior externo se disefié un peine de 20 lineas fijado en el apice del

denticulo inferior y el &ngulo basal interno (Figura 18 c).
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Figura 17. Protocolo para el registro de la forma de la protibia en vista dorsal de Phyllophaga
obsoleta, creado a partir de tres puntos fijos (circulos negros con centro blanco).

a b c

Figura 18. Registro a detalle de la forma de las protibias de Phyllophaga obsoleta en vista dorsal. El
abanico y los peines se hicieron a partir de tres puntos fijos (circulos negros con centro blanco).
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Disefio de plantillas en élitros. En las dos especies estudiadas, el élitro es una
estructura semioval, con el margen interno casi recto y el margen externo
ampliamente curvo y ligeramente ensanchado en la parte apical. La variacion de la
forma de esta estructura se ha analizado, con una plantilla en forma de abanico a
partir de tres puntos fijos que corresponden al angulo superior interno, el &ngulo de
insercion del apice del escutelo y el apice de la sutura elitral. El abanico esta
compuesto por 50 lineas para recuperar la forma del contorno del margen externo

(Fig. 19).

Figura 19. Protocolo para el registro de la forma de élitro en vista dorsal de Phyllophaga obsoleta,
con un abanico de 50 lineas, creado a partir de tres puntos fijos (circulos negros con centro blanco).
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Anélisis morfologico

Para el estudio de la forma y su variacion, se implementd el andlisis de las
estructuras con morfometria geométrica de dos dimensiones que incluye los puntos
de referencia para caracterizar la forma de los genitales masculinos, protibias, y
élitros. Los protocolos de registro de la forma fueron realizados en MakeFan6
(Sheets, 2006), y la colocacion de marcas en tpsDig version 2.17 (Rohlf, 2013),
ambos del paquete IMP6 (Sheets, 2006). El ajuste Procrustes que elimina efectos
de posicion, orientacién y tamafio, dejando un nuevo conjunto de variables de la
forma para los analisis multivariados subsecuentes, fue realizado en MorphoJ
(Klingenberg, 2011). Los andlisis multivariados fueron realizados en MorphoJ,
tpsPLS version 1.23 (Rohlf, 2015) y JMP (Jones & Sall, 2011). Las diferencias

estadisticas fueron consideradas significativas a una T2<0.0001 y una p<0.05.
Analisis multivariados

Andlisis de Componentes Principales. Este analisis se realiz6 para explorar y
ordenar la variacion y tratar de reconocer visualmente patrones de expresion
morfoldgica o estructural de covarianza en los datos a nivel intra e interespecifico.
Partiendo de una matriz de covarianza, consiste en encontrar transformaciones
ortogonales de las variables originales (coordenadas de la forma) para conseguir
un nuevo conjunto de variables incorreladas, denominadas Componentes
Principales, los cuales se obtienen en orden decreciente de importancia. Los

Componentes Principales muestran la cantidad y direccion de la variacion de los
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datos, en este caso, mediante plantillas de deformacién, asi como, la distribucion
de los especimenes dentro del morfoespacio (Abdi y Williams, 2010; Villardon,

2002). Este analisis se realiz6 con el software MorphoJ.

Andlisis de Funciones Discriminantes. Este andlisis valida la separacion de dos
grupos, asignados a priori, basandose en la regla de clasificacion de Fisher. La
confiabilidad de esta prueba es justificada mediante una validacién cruzada y una
prueba de permutacion, que usa el estadistico T2 para diferenciar entre las medias
de los grupos (Klingenberg, 2013a). En este caso fue realizado con machos y
hembras, representando dos categorias, y se transformaron los datos Procrustes
para probar dimorfismo sexual en la forma entre las estructuras. Para probar
dimorfismo en el tamafo se realiz6 una ANOVA, usando el tamafio centroide, con
su respectiva prueba F de Goodall. Este analisis se realizo con el software MorpholJ

y IMP.

Andlisis de Divergencia Morfoldgica. La cantidad de divergencia morfologica intra e
interespecifica se realizé midiendo las distancias Procrustes entre los CSP, CSS y
CSN como un indicativo para cuantificar el grado de divergencia en comparaciones
pareadas intra e interespecificos, y se evalud su significancia con una prueba de
permutacion con 1000 réplicas (Klingenberg, 2011). Este andlisis se realizé con el

software MorphoJ.

Andlisis de Minimos Cuadrados Parciales. Este analisis explora los patrones de

covarianza entre dos juegos de variables (Rohlf y Corti, 2000), que en morfometria
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geométrica pueden ser dos juegos de datos de forma diferentes o uno de formay el
otro de alguna variable distinta (ecolégica, condiciones experimentales, etc.)
(Klingenberg, 2013a). Se analizé la covarianza entre estructuras diferentes dentro
de la misma especie para evaluar la existencia de patrones de variacion y
expresion morfologica asociados con los CSP y CSS, utilizando el programa
tpsPLS version 1.23 (Rohlf, 2015). La condicién del analisis es que deben
compararse el mismo numero de datos, y por ello incluimos para cada comparacion
el mismo numero de ejemplares y los mismos individuos, en este caso machos,

pues se cuenta con fotografias de la genitalia de éstos.
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Resultados
Variacion morfoldgica en élitros de Phyllophaga obsoleta

Andlisis de Componentes Principales. Los primeros dos componentes describen un
77% de la variacion en élitros (PC1: 67%; PC2: 10%; N=54). En la figura 20, se
muestra el rango de variacion de la forma del élitro izquierdo y fenotipos extremos
representados en gradillas de deformacion. Podemos observar en la gréfica de
dispersion que en el morfoespacio descrito por los primeros dos componentes no
hay una clara separacion de grupos sobre ninguno de los ejes, por lo que se puede
asumir que no hay dimorfismo sexual marcado en la forma de esta estructura. En la
figura 21, se muestra la superposicion de 51 puntos de referencia homologos
(Figura 21a), y gradillas de deformacién resumiendo la variacién de la forma del
élitro izquierdo, donde se observa que la mayor variacion, se concentra

principalmente en la zona media y posterior (Figura 21b).
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Andlisis Discriminante. La forma del élitro no fue diferente entre machos y hembras
(T2=0.0050) (Tabla 1), como lo muestran las representaciones de las formas
promedio (Figura 22a). El analisis de discriminacion hizo una clasificacion
intersexual casi del 100%; sin embargo, la prueba de validacién cruzada no hall6

dimorfismo sexual del élitro en esta especie, siendo su margen de error mayor al

30% (Tabla 2) (Figura 22b).

° Funcién discriminante

Frequency

Validacién cruzada

Frequency

H-M

Figura 22. Analisis de funcion discriminante en élitros de Phyllophaga obsoleta. (H: Hembra y M:
Machos).
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0.00783793 3.4612 160.8393  0.9999 0.4160 0.0050

Tabla 1. Analisis de funcion discriminante en élitros de Phyllophaga obsoleta con validacion cruzada
(1000 permutaciones).

Hembras 25

Machos 28 1 29
Hembras 15 10 25
Machos 20 9 29

Tabla 2. Asignacion de grupos de la prueba de permutacién de los andlisis discriminantes en base a
la forma del élitro izquierdo en Phyllophaga obsoleta.

Variacién morfolégica en protibias de Phyllophaga obsoleta

Andlisis de Componentes Principales. Los primeros tres componentes describen el
76% de la variacion de las protibias (PC1: 33%; PC2: 24%; PC3:19%; N=47). La
figura 23 muestra el rango de variacion de la forma de la protibia derecha, con dos
conjuntos de datos en el morfoespacio definido por los primeros dos componentes.
También se muestran los fenotipos extremos representados en gradillas de

deformacion.
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La figura 24 muestra la superposicion de los 78 puntos de referencia
homélogos (Figura 24a) y las gradillas de deformacién resumiendo la variacion de
la protibia derecha (Figura 24b). En PC1, se observa un cambio en la protibia
donde el denticulo superior se ensancha y crece, el denticulo medio crece y la
curvatura entre éste y el superior se desliza internamente. Este patrén describe en
general la forma de las protibias femeninas (Figura 24b). En PC2, se muestra un
cambio donde el denticulo superior se hace mas corto y la curvatura entre éste y el
denticulo medio ya no es tan pronunciada y se acorta. Este patron describe en

general la forma de las protibias masculinas.
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Andlisis Discriminante. La forma de las protibias de P. obsoleta, fue
significativamente diferente entre machos y hembras (T2<0.0001) (Tabla 3), como
lo muestran las representaciones de las formas promedio (Figura 25a). La variacion
se concentra principalmente en las regiones del denticulo superior y medio; las
protibias femeninas tienden a ser mas anchas, largas y con denticulos mas gruesos

y redondeados; y las protibias masculinas son mas delgadas, cortas y con los

denticulos méas pequefios y puntiagudos (Figura 25a).

Tanto en el analisis discriminante como en la validacion cruzada la
reclasificacion intersexual fue exacta, por lo tanto, encontramos que hay dimorfismo

sexual en la forma de las protibias (Tabla 4) (Figura 25b).
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Figura 25. Andlisis de funcion discriminante en protibias de Phyllophaga obsoleta. (H: Hembra y M:
Machos).

<.0001

<.0001

0.04711726 1079.1177  0.8225

9.6914

Tabla 3. Andlisis de funcion discriminante en protibias de Phyllophaga obsoleta con validacion
cruzada (1000 permutaciones).

Hembras 20 0 20
Machos 27 0 27
Hembras 20 0 20
Machos 27 0 27

Tabla 4. Asignacion de grupos de la funcion discriminante en base a la forma de la protibia en
Phyllophaga obsoleta.
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Variacion morfoldgica en parameros de Phyllophaga obsoleta

Andlisis de Componentes Principales. Los primeros dos componentes describen el
74% de la varianza en los genitales masculinos (PC1: 52%; PC2: 22%; N=22). La
figura 26 muestra el rango de variacion de la forma de los parameros y fenotipos
extremos representados en gradillas de deformacion. En el morfoespacio definido
por los primeros dos componentes no se genera un patréon de agrupamiento
distintivo. La figura 27 muestra la superposicion de 81 puntos de referencia
homologos (Figura 27a), y las gradillas de deformacion resumiendo la forma de los
parameros (Figura 27b). El PC1 describe un cambio en el cual los parameros se
alargan ligeramente, la curvatura externa media se hace mas angosta y el contorno
en la zona superior se ensancha (Figura 27b). EI PC2 describe un cambio en
donde los parameros se acortan, pero se ensanchan y la curvatura externa media
no es tan pronunciada, y el contorno de la zona superior se hace mas angosto

(Figura 27b).
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Variacion morfoldgica en élitros de Phyllophaga mucorea

Andlisis de Componentes Principales. Los primeros dos componentes describen un
67% de la variacion (PC1: 40%; PC2: 27%; N=73) de los élitros en P. mucorea. La
figura 28 muestra el rango de variacién de la forma del élitro derecho y fenotipos
extremos representados en gradillas de deformacién. En la grafica del
morfoespacio, definido por los dos primeros componentes, no se forman
agrupaciones claras, por lo que se asume que no existe dimorfismo sexual para
este caracter. La figura 29, muestra la superposicion de 51 puntos de referencia
homélogos (Figura 29a) y gradillas de deformacién resumiendo la variacion de la

forma del élitro izquierdo (Figura 29b). Se puede apreciar que la mayor variacion de
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esta estructura se concentra generalmente en la zona media, posterior y cerca del

hdamero (Figura 29b).
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Analisis Discriminante. La figura 30 muestra el cambio intersexual de la forma del
élitro izquierdo y graficas de valores discriminantes. La diferencia de la forma entre
élitros de machos y hembras, no fue significativa (T2=0.0770) (Tabla 5), como lo
muestran las representaciones de las formas promedio (Figura 30a). El analisis
discriminante realiza una separacion total por sexos, pero la validacion cruzada no
hall6 dimorfismo en esta estructura y su clasificacion tuvo un margen de error

mayor al 40% (Tabla 6) (Figuras 30b).

Funcion discriminante

Frequency

Validacién cruzada

H-M

Figura 30. Andlisis de funcidn discriminante en élitros de Phyllophaga mucorea.
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0.00827120 4.6000 384.3510 0.9995 0.0580 0.0770

Tabla 5. Analisis de funcion discriminante en élitros de Phyllophaga mucorea con validacion cruzada
(1000 permutaciones).

Hembras 34 0 34
Machos 39 0 39
Hembras 20 14 34
Machos 15 24 39

Tabla 6. Asignacion de grupos de la funcién discriminante en base a la forma del élitro en
Phyllophaga mucorea.

Variacién morfolégica en protibias de Phyllophaga mucorea

Andlisis de Componentes Principales. Los primeros dos componentes describen un
56% de la variacion de la protibia derecha de P. mucorea (PC1: 43%; PC2: 13%);
N=73). La figura 31 muestra el rango de variacion de la forma la protibia derecha y
los extremos representados en gradillas de deformacién. En el morfoespacio
definido por los primeros dos componentes, se observa que hay una clara
separacion sobre el primer eje. En la figura 32 se muestra la superposicion de 76
puntos de referencia homélogos (Figura 32a) y gradillas de deformacién
resumiendo la variacion de la forma de la protibia derecha (Figura 32b). En general,

la mayor variacion se concentra en el denticulo medio y el superior (Figura 32b).
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Andlisis discriminante. La diferencia de la forma de las protibias entre sexos es
significativa (T2<.0001) (Tabla 7), como lo muestran las representaciones de las
formas promedio (Figura 33a). Los machos tienen protibias con el denticulo
superior mas delgado, y el denticulo medio mas pequefio. Las hembras tienen el
denticulo superior mas ancho y el denticulo medio mas largo (Figura 33a). Se
observa una ligera variacion sobre el denticulo inferior, que en las hembras es
ligeramente mas largo. En resumen, las protibias femeninas se caracterizan por ser
mas anchas que las masculinas, que exhibe un claro dimorfismo sexual. El anélisis
discriminante y su validacion cruzada mostré una clasificacion intersexual exacta

(Tabla 8) (Figura 33b).

Funcién discriminante

Frequency

0 P 0 o n @

Validacién cruzada

Frequency

20 100 o 00 200

Figura 33. Andlisis de funcion discriminante en protibias de Phyllophaga mucorea.
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0.05193572 9.8559 1736.3621 0.9026 <.0001 <.0001

Tabla 7. Andlisis de funcion discriminante en protibias de Phyllophaga mucorea con validacion
cruzada (1000 permutaciones).

Hembras 33 0 33
Machos 39 0 39
Hembras 31 2 33
Machos 38 1 39

Tabla 8. Asignacion de grupos de la funciéon discriminante en base a la forma de la protibia en
Phyllophaga mucorea.

Variacién morfolégica en parameros de Phyllophaga mucorea

Andlisis de Componentes Principales. Los primeros dos componentes describen un
74 y 73% de la varianza total en los parameros izquierdos (PC1: 56%; PC2: 18%;
N=33) y derechos (PC1: 53%; PC2: 20%; N=33) de P. mucorea, respectivamente.
Las figuras 34 y 35 muestran el rango de variacion del paramero izquierdo y
derecho en el morfoespacio definido por los dos primero componentes; y fenotipos
extremos representados en gradillas de deformacion. La figura 36 muestra la
superposicién de 85 puntos de referencia homologos (Figura 36a) y gradillas de
deformacion resumiendo la variacion de los parameros (Figura 36b-d). La variacion
en los parameros es bastante prominente en el borde interno y externo de la zona

media y en general, varian mas en anchura que en longitud (Figura 36b-d).
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Figura 36. Superposicién Procrustes y Componentes Principales en pardmeros de Phyllophaga
mucorea.
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Variacion morfoldgica interespecifica en élitros

Analisis de Componentes Principales. Existe una clara diferencia en los patrones
de ocupacion del morfoespacio entre ambas especies (Fig. 37), con algunos pocos
ejemplares de ambas especies superpuestos. La variacion morfologica del élitro en

P. obsoleta es mayor (Fig. 37).

0.037

0.00 1

Principal component 2

P. mucorea
P. obsoleta

-0.03
-0.06

0.‘03 O.rOS O.IOQ 0“12
Principal component 1

Figura 37. Gréfica de dispersion del Andlisis de Componentes Principales interespecifico en élitros
(machos = circulos abiertos; hembras = circulos cerrados).

ANOVA. Para ambas especies, los élitros son mayores en las hembras
considerando el tamafio centroide como referencia de tamafio (p<0.05). Las cajas
de las gréficas representan la media y el 50% de la muestra mientras que las colas

y bigotes representan los 25% superior e inferior (Fig. 38).
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Figura 38. Diagramas de caja que muestran los tamafios centroides de los élitros para cada sexo en
ambas especies (ANOVA Prob > F: P. obsoleta = < 0.0008; P. mucorea = < 0.0001).

Andlisis Discriminante. La diferencia de la forma del élitro izquierdo entre ambas
especies es significativa (T2<0.0001) (Tabla 9). La funcién discriminante muestra
una clasificacion interespecifica completa, y su validacion cruzada resulté con un

margen de error menor al 15% (Tabla 10). Esto nos indica que cada especie

presenta un morfotipo elitral especifico.

<.0001 <.0001

3941.2144 <.0001

0.05527979

11.2683

Tabla 9. Analisis de funcién discriminante interespecifico en élitros de P. obsoleta y P. mucorea con
validacion cruzada (1000 permutaciones).
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P. mucorea 73 0 73
P. obsoleta 54 0 54
P. mucorea 62 11 73
P. obsoleta 47 7 54

Tabla 10. Asignacién de grupos de la validacién cruzada en el analisis discriminante interespecifico
del élitro en P. obsoleta y P. mucorea.

Variacién morfologica interespecifica en protibias
Andlisis de Componentes Principales. Existe una muy evidente diferencia en los

patrones de ocupacién del morfoespacio entre ambas especies (Fig. 39).
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Figura 39. Gréfica de dispersion del Andlisis de Componentes Principales interespecifico en
protibias (machos=circulos abiertos; hembras=circulos cerrados).

ANOVA. Para ambas especies, las protibias son mayores en las hembras

considerando el tamafio centroide como referencia de tamafio (p<0.05). Las cajas
68



de las gréaficas representan la media y el 50% de la muestra mientras que las colas

y bigotes representan los 25% superior e inferior (Fig. 40).
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Figura 40. Diagramas de caja que muestran los tamafios centroides de las protibias para cada sexo
en ambas especies (ANOVA, Prob > F: P. obsoleta = < 0.0001; P. mucorea = < 0.0011).

Andlisis Discriminante. La forma de la protibia derecha fue significativamente
diferente entre ambas especies (T2<0.0001) (Tabla 11). La funcion discriminante
realiz6 una clasificacion interespecifica completa de las protibias y su validacion
cruzada lo hizo de igual forma (Tabla 12). Cada especie presenta un morfotipo

especifico en protibias.

0.11418527  49.4317 69485.6085 0.3420 <.0001 <.0001

Tabla 11. Analisis de funcién discriminante interespecifico en protibias de P. obsoleta y P. mucorea
con validacion cruzada (1000 permutaciones).
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P. mucorea 72 0 72
P. obsoleta 47 0 47
P. mucorea 72 0 72
P. obsoleta 47 0 47

Tabla 12. Analisis de funcién discriminante interespecifico en protibias de P. obsoleta y P. mucorea
con validacion cruzada.

Divergencia de la forma entre estructuras sexuales y no sexuales

La divergencia morfolégica de los élitros y protibias se compar6 utilizando, como
indicador, la distancia Procrustes obtenida para cada estructura. Se observa una
clara divergencia intraespecifica mayor en la forma de las protibias que respecto a
los élitros (Figura 41), y lo mismo ocurre si comparamos de manera interespecifica
ambas estructuras. Las protibias de P. mucorea representan la estructura con

mayor divergencia de la forma (Figura 42; Tabla 13).
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Figura 41. Divergencia intraespecifica de la forma entre Hembra — Macho.

DIVERGENCIA INTERESPECIFICA DE LA FORMA
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Figura 42. Divergencia interespecifica de la forma entre P. obsoleta y P. mucorea.
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Elitros Elitros
P. obsoleta  P. mucorea
0.00783793 0.0082712

3.4612 4.6
160.8393 384.351
0.9999 0.9995
0.449 0.066
0.019 0.084

Protibias
P. obsoleta
0.04711726

9.6914
1079.1177
0.8225

<.0001
<.0001

Protibias
P. mucorea
0.05193572

9.8559
1736.3621
0.9026

<.0001
<.0001

0.05527979

3941.2144

Protibias

49.4317
69485.6085
0.3420

<.0001
<.0001

0.11418527

Tabla 13. Divergencia inter e intraespecifica de la forma en estructuras sexuales secundarias y

neutras.

Covariacion de la forma entre estructuras sexuales y no sexuales

Los patrones de covarianza intraespecifica de la forma, muestran una correlacién

ligeramente mayor entre élitros-protibias en ambas especies, en comparacion con

la correlacion entre protibias-parameros; mientras que la menor correlacion es

entre élitros-parameros. La prueba de permutacion es congruente con estos

resultados (Tabla 14).

Valor SVD
SVD %
Correlacién
P. mucorea Valor SVD
SVD %
Correlacién
P. obsoleta Correlacién
Valores-p
P. mucorea Correlacién
Valores-p

P. obsoleta

Tabla 14. Andlisis de Minimos Cuadrados Parciales con su prueba de permutacion.

0.0101
0.9305
0.5574
0.0047
0.7157
0.5802
0.5574
0.000

0.5802
0.000

0.0132
0.8622
0.4281
0.0046
0.8164
0.4391
0.4281
0.000

0.4391
0.000

0.0098
0.6623
0.4481
0.0050
0.5604
0.489
0.4481
0.000
0.489
0.000
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Discusion

Los resultados de este estudio respaldan una de las principales premisas de
la seleccion sexual: que los caracteres sexuales presentan mayor divergencia
morfolégica que los caracteres no sexuales (Tabla 13 y Figura 41). Tanto los
andlisis exploratorios como los estadisticos muestran mayor divergencia
morfolégica en un caracter sexual (protibia y genitales) respecto a uno no sexual
(élitro). Los mismos resultados también indican que en P. obsoleta y P. mucorea
hay dimorfismo sexual en la forma y tamafio de las protibias (CSS) (Figuras: 25, 33
y 40), y tnicamente en élitros (CSN) se demostré dimorfismo sexual en tamafio

(Figura 38).

El presente estudio se suma a otros estudios realizados con especies de
Phyllophaga. Morén (2006) describié la variacion de los genitales, ilustrando la
capsula genital y los parameros de varias especies de Phyllophaga, entre ellos P.
obsoleta; Polihronakis (2006) hizo un estudio morfométrico en el cual demostré que
los genitales de Phyllophaga hirticula varian morfolégicamente mas que el élitro
derecho; también se ha descrito dimorfismo sexual en las antenas de algunas
especies de Phyllophaga, caracter sexual secundario involucrado en la
comunicacion sexual y busqueda de pareja, con diferencias entre sexos en la
longitud antenal, longitud de lamelas y tipos de receptores (Romero-Lopez y Morén,
2013; Romero-Lépez et al., 2010); Mordn y Blas (2006) describieron el dimorfismo

sexual de las antenas, apice del abdomen y tibias de dos especies de Phyllophaga.
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También se ha identificado dimorfismo sexual en otros caracteres como tarsos,
abdomen, tamafo del cuerpo (Morén, 2006; 2015). Como podemos ver, hay
evidencia suficiente de la variacion morfolégica de estructuras sexuales en

especies de Phyllophaga, brindandole gran soporte al presente estudio.

La divergencia morfolégica de las estructuras sexuales, muy probablemente
puede estar relacionada con el modo e intensidad del comportamiento de cortejo.
Eberhard (1993) detallo el acoplamiento de P. obsoleta, describiendo que, durante
el cortejo, ambos sexos se estimulan con sus patas y durante la copula, los
genitales presentan una disposicion donde el extremo apical de los parameros se
apoya en la cavidad interna correspondiente con la prominencia preapical de la
placa pigidial femenina. Pomiankowski y Mgller (1995) y Polihronakis (2006)
mencionan que estos tipos de estructuras tienen un papel fundamental en el
sistema reproductivo de las especies del género Phyllophaga, ya sea para su
reconocimiento, cortejo, el acoplamiento mecanico, y/o como posibles indicadores
de adecuacion y su variacion puede ser consecuencia de una historia evolutiva con
selecciones direccionales constantes, que posiblemente resultaron de procesos de
seleccién sexual. Por lo tanto, la divergencia morfologica (Figuras: 24, 27, 32 y 36)
y el dimorfismo sexual (Figuras: 25, 33, 38 y 40) observado en estas estructuras
puede ser producto de la seleccion sexual (Benitez, 2013). Otros factores
determinantes del dimorfismo sexual, pueden ser el tamafio poblacional y la
densidad de agregaciéon durante la emersiéon de adultos, que en general puede ser

masiva, pues forman agregados que se posan y compiten por recursos alimenticios
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y pareja sobre el follaje, incluso podria influir las diferentes respuestas adaptativas

a las condiciones ambientales (Benitez, 2013; Morén, 1986).

El dimorfismo sexual en tamafio observado en ambas especies, muestra que
las protibias y los élitros son generalmente mas grandes en las hembras (Figuras:
38 y 40). Este resultado podemos relacionarlo con el fenédmeno conocido como:
“female-biased sexual size dimorphism”, el cual ha sido investigado y documentado
en un buen nimero de taxones, principalmente en animales ectotérmicos como los
insectos (Blanckenhorn et al., 2006; Fairbairn et al., 2007). Este proceso, se refiere
a los beneficios directos del tamafo, reflejado en la cantidad de recursos
corporales para la puesta de un nimero mayor de huevos y de mejor talla; asi
como, en la lucha por territorio y recursos para la oviposiciéon, o incluso, calidad en
el cuidado maternal postnatal (Steiger, 2013).

Otra de las hipétesis mas aceptadas tiene que ver con la fecundidad ya que,
en los insectos, se ha correlacionado positivamente el rendimiento reproductivo
(nimero de huevos) de las hembras con el tamafio del cuerpo (usualmente el
tamafo del abdomen) (Jannot, 2000). De esta manera, una seleccion en el tamafo
del cuerpo de la hembra para incrementar la fecundidad podria producir un
incremento en el tamafo de las alas para asi preservar la funcion de mantener a la
hembra en vuelo. Esta hipétesis predice correlaciones directas entre el tamafio del
ala, tamafio del cuerpo y fecundidad, que aun faltaria probar (Jannot, 2000). Por
otra parte, el dimorfismo en la forma de la protibia, en el cual las hembras

presentan denticulos mas anchos y largos que los machos (Figuras 25 y 33),
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podria también estar relacionado a la hipotesis de “femabel-biased sexual
dimporphism™ o podria tener un significado funcional en la reproduccién de estas
especies. Estudios de alometria serian utiles, al igual que observaciones del cortejo
y experimentos de éxito reproductivo, para tener mas claras las causas de la
presencia del dimorfismo en la forma de estas estructuras.

Como ya hemos mencionado, los andlisis exploratorios muestran la gran
variacion morfolégica que presentan los parameros de los genitales masculinos de
ambas especies (Figuras 27 y 36). Los parameros son estructuras muy dinamicas,
ya que funcionan como una estructura mecanica de anclaje y probablemente
también como una estructura que puede emitir estimulos sensoriales (Polihronakis,
2006; Eberhard, 1993a; Vaz de Mello et al.,, 2002). Bajo una perspectiva de
coevolucién antagonista, la variacion de éstos permitiria a aquellos machos con
ciertos morfotipos lograr un acoplamiento seguro y asi extender el periodo de
copula, lo que podria resultar en una respuesta contra-adaptativa por parte de la
hembra para evitar este tipo de manipulacion del macho. Otra posible explicacion,
es que la combinacién particular de ambos genitales interactia para extender el
periodo de copula y lograr un mayor éxito reproductivo. No sabemos cual de estos
posibles escenarios predomina o si actian conjuntamente, sin embargo, son
necesarios estudios experimentales donde se analice la correlacién entre la
variacion morfolégica de los genitales masculinos y el éxito de paternidad

(Polihronakis, 2006).
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Smith (1889) trabajoé con ejemplares de P. hirticula muertos en la cépula, se
dio cuenta de que era imposible separar el macho de la hembra sin desgarrar los
genitales, a menos que se gire fisicamente alguno de ellos aproximadamente 90
grados y de esta manera, seria posible que las hembras no puedan resistirse a los
intentos de apareamiento. Eberhard (1993a) observé en ejemplares de P. obsoleta
de Costa Rica, que durante el climax de la transferencia espermética, el eje
longitudinal del macho forma un angulo de cerca de 90° con el eje de la hembra (a
diferencia de otras especies donde este angulo es mayor). La seleccion de la
capacidad de la hembra de retirarse de esta posicion podria conducir a una carrera
de armamentos evolutivos entre machos y hembras por el control de este
mecanismo de enlace interactivo, lo que llevaria a la evolucidon de genitales
diversos y especificos (Figuras 10y 11).

Este supuesto implica un nivel de eleccion femenina pre-copulatoria, que
ocurre después de que los genitales se han insertado, pero es anterior a la
inseminaciéon (Polihronakis, 2008a). Estos escenarios hipotéticos posiblemente han
generado la variacion de la forma observada en los parameros de ambas especies
(Figuras 27 y 36), que sin duda nos reafirma que estas estructuras son bastante
dinamicas y labiles, a tal grado de constituirse como caracteres especificos a nivel
especie, siendo de gran ayuda en la caracterizacién taxondmica (Morén, 2006;
Polihronakis, 2008a).

Polihronakis (2008) hizo un estudio donde us6 dos marcadores moleculares

para poner a prueba la hipétesis nula de las relaciones del género Phyllophaga,
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basandose en una cladograma inferido de un estudio de Boéving (1942). Varios de
los grupos de especies clasificados morfolégicamente fueron respaldados por la
filogenia molecular. Esta filogenia, fue utlizada para reconstruir estados de
caracteres plesiomérficos y deducir los patrones de evolucion morfoldgica de los
estados de caracter de los genitales. Finalmente lleg6é a la conclusiéon de que la
forma ancestral de los genitales masculinos era simétrica con los parameros
fusionados (Figura 10), teniendo una transicion a parameros separados (Figura 11)
gue precedio a varias transiciones con parameros asimetricos.

Podriamos suponer que P. mucorea es una especie cuyo linaje tiene una
historia evolutiva mas reciente que P. obsoleta, y consideremos, que debido a su
distribucion restringida, viven en ambientes xéricos con condiciones ecoldgicas
mas severas, por lo tanto, estos factores pudieron ocasionar que las presiones de
seleccion, la competencia sexual y de recursos, sean los factores que estén
condicionando la evolucién de los genitales con tasas de divergencia y complejidad
morfoldgica entre ambos linajes (Figuras: 26, 34 y 35) (Mordn, 2004 ).

¢,Como es que las estructuras genitales pueden presentar una variacion
morfolégica considerable sin llegar a comprometer el proceso reproductivo?
(Figuras: 27 y 36). En estudios recientes se ha presentado evidencia de una
evolucion en mosaico en los genitales, sugiriendo que el tamafio y la forma de
diferentes porciones de la misma estructura copulatoria pueden responder a
diferentes presiones selectivas dependiendo de su funcién durante la cépula

(House y Simmons, 2005; Macagno et al, 2011; Song y Wenzel, 2008; Werner y
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Simmons, 2008). Asi mismo, estos estudios sugieren que el tamafio y la forma de
los genitales y sus componentes, podrian tener un desarrollo genético lo
suficientemente desacoplado para evolucionar independientemente (Macagno et
al., 2011). El tamafio de los genitales puede ser evolutivamente menos Iabil ya que
estaria bajo seleccion estabilizadora, debido a ciertos mecanismos selectivos como
el de "un tamafio se ajusta a todos” y el mismo acoplamiento mecéanico (Eberhard
et al., 1998; Eberhard, 2009; Macagno et al., 2011).

Se ha propuesto que el tamafio de los genitales podria tener una evolucion
relativamente lenta debido a las constricciones de desarrollo impuestas por el
crecimiento de otras estructuras, y varios estudios en insectos mencionan que los
apéndices de estos, e incluso los genitales per se, presentan un proceso de trade-
off durante etapas tempranas que influye en las decisiones de distribucion. Esto
sugiere que el tamafio de los genitales, y de apéndices en general, podria estar
bajo fuertes constricciones pleiotropicas, mas que la forma y asi presentar una
divergencia menos rapida entre poblaciones y especies (Moczek y Nijhout 2004,
Macagno et al., 2011; Parzer y Moczek, 2008). De esta forma, la variacion de la
forma de los pardmeros observada en este estudio puede ser producto de una
evolucion separada a la estructura genital en su totalidad (Figuras 27 y 36).
Podriamos entender los niveles observados de variacion fenotipica como una
consecuencia de un balance entre seleccién natural y la sexual (Simmons, 2003).

El tamafio en protibias y élitros diverge mas en P. obsoleta que en P.

mucorea (Figuras 38 y 40), esto puede ser consecuencia de la facilidad con que P.
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obsoleta se adapta a las perturbaciones naturales o inducidas, lo cual le ha
permitido dispersarse de una comunidad a otra pasando por areas restrictivas para
otras especies del género por lo que, a la larga, la simpatria no ha permitido la
fijacion de caracteres en un grado similar al de otras especies con distribucion
restringida (Moron, 2006).

Otro aspecto interesante es la diferencia notable que se observa entre la
variacion de los CSN y los CSS (Figuras 41 y 42), que indican una mayor
divergencia morfolégica, pero mas aun, que estas mismas diferencias son mas
acentuadas en P. mucorea, que, al mismo tiempo, tiene una distribucion mas
restringida y pertenece a uno de los subgéneros de Phyllophaga con las mas
variables y ornamentadas estructuras genitales. Una posible explicacion
congruente con estos hechos es que, P. mucorea forme parte de un linaje en el
cual, las presiones de seleccidn por recursos ecoldgicos, pareja y competencia
sexual sean mucho mas acentuadas, situacion que no seria rara para especies que
habitan en condiciones desérticas o0 semidesérticas, ademas de que estas
condiciones de complejidad morfolégica genital, al parecer, son como ya se ha
mencionado, caracteres derivados de estructuras mas simples. En este sentido, es
lamentable el no haber podido hacer comparaciones de variacion y divergencia
morfoloégica entre los genitales masculinos de ambas especies, pues la enorme
diferencia entre estas imposibilitd la ubicacién de puntos homoélogos y el disefio de

plantillas congruentes.
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Los analisis de covarianza entre las tres estructuras no resultaron como se
habian previsto (Tabla 14), ya que en general se esperaba una mayor asociacion
en los patrones de variacién entre los CSS y los CSP, pues se ha documentado
gue los CSS sirven como indicativos de salud y vigor sexual, encontrando una
relacién positiva entre el tamafio de las patas y la longitud del edeago, sin
embargo, la mayor correlacion de variacion se presentd entre los €litros y las
protibias de los machos, a lo cual no podemos dar una respuesta en términos de

exito reproductivo o evolutivo en general.
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Conclusiones

El presente estudio respalda a la teoria de seleccion sexual y reafirma que la
morfometria geométrica es una herramienta bastante 0til para cuantificar la forma
de estructuras y visualizar la variacion de las mismas, ya que nos permitié describir
la variacion de manera detallada e incluso hallar diferencias en estructuras que a
simple vista no son tan faciles de distinguir. Ademas, cuantificar la variacion de la
forma junto con la variacion del tamafio, nos permite ampliar nuestro panorama
sobre la biologia de las estructuras de estudio.

Cabe mencionar que son necesarios estudios donde se incluya la genitalia
femenina y también estudios etolégicos de competencia sexual, para poder tener
un marco solido donde se puedan soportar con evidencia los planteamientos que
aqui se han expuesto.

Es importante realizar el analisis con los genitales femeninos, pues de todas
las interacciones posibles, el contacto genital en especies con fertilizacidon interna
es la mas directa. Por esta razén, es de esperarse que ambas partes
coevolucionen, pues se ha observado particularmente una covariacién morfolégica
y genética entre los genitales de ambos sexos de muchos taxones (Brennan y
Prum, 2015).

Datos empiricos de comportamiento y un marco filogenético, podria ser el
escenario ideal para poder explicar la direccién y la tasa del cambio en el tamafio y
forma de los CSS y CSP. De igual manera, buscar una correlacion con el

comportamiento del cortejo y la intensidad de la competencia sexual, lo cual se ha
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hecho con otros insectos [(vg (Hormiga et al., 2000; Gidaszewski et al., 2009)]. Este
escenario ayudaria a explicar el origen y la evolucion de estos rasgos y contribuir a
una de las mas interesantes y desafiantes areas de investigacion contemporanea

en el campo de la evolucion biolégica, la seleccidn sexual.
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