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Diferenciacion morfolégica 'y molecular de especies de crisdpidos
(Neuroptera: Chrysopidae)

Morphological and molecular differentiation of lacewing species (Neuroptera: Chrysopidage)

PATRICIA CADENA?, FERNANDO ANGEL? LUISA. GOMEZ3, RANULFO GONZALEZ*

Resumen: En el Valle del Cauca (Colombia), se estudio la distribucion eidentificacion de las especies més abundantes
de crisdpidos en zonas donde se cultivalacafade azlicar (Saccharumspp.) con mayor intensidad. Asi, se han determinado
las especies que podrian ser utilizadas paracontrarrestar el efecto del pulgén amarillo Spha flava (Hemiptera: Aphididag)
sobre la produccion total de la cafia de azlcar. Aunque las especies y morfotipos del presente estudio son separados
utilizando caracteres morfoldgicos, se evalud la validez de dichos caracteres. Para esto, se realiz6 una diferenciacion
morfol 6gi ca mediante genitaliainternay unadiferenciacién molecul ar, empleando latécnica PCR-RFL P sobrelaregion
18S del ADN ribosomal, de 11 especies de tres géneros de la familia Chrysopidae (Ceraeochrysa, Chrysoperla y
Leucochrysa), algunas delas cual es podrian ser importantes como agentes de control biolégico del pulgén amarillo dela
cafia de azlicar, S. flava. Los caracteres empleados resultaron ser Utiles para distinguir las especies. En el caso de la
genitalia interna, mostraron diferentes patrones de las estructuras. En el caso de los datos moleculares, las especies
fueron diferenciadas utilizando sol o unacombinacién deiniciadoresNS paralaamplificacion del ADN y ladigestion del
amplificado producida con una enzima de restriccion (NS5-NS6+Dral). Esta informacién se adiciona al conocimiento
taxonémico que se tiene sobre la familia, ademas puede ayudar a resolver problemas sisteméticos al interior de los
géneros.
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Abstract: In the Cauca Valey (Colombia), the distribution and identification of the most abundant lacewing species
were studied in zones where sugar cane (Saccharum spp.) is cultivated. It has therefore been possible to determine the
species that could be used to counter the effect of the yellow aphid Spha flava (Hemiptera: Aphididag) on the overall
production of sugar cane. Although the lacewing species and morphotypes in the current study can be separated using
morphological characters, the validity of those characters was studied. To do that, we established a morphological
differentiation using internal genitalia and a molecular differentiation using a PCR-RFLP analysis of the 18S rDNA
region of 11 speciesfrom three genera of the family Chrysopidae (Ceraeochrysa, Chrysoperla, and Leucochrysa), some
of whom could be important biological control agents of the yellow sugar cane aphid S. flava. The characters used
proved to be useful for distinguishing the species. In the case of internal genitalia, there were different patterns of the
structures. In the case of molecular data, the species were differentiated using only one combination of NS primers for
the DNA amplification, followed by digestion of fragments with a restriction enzyme (NS5-NS6+Dral). These results
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add to the taxonomic understanding of the family, and may help resolve systematic problems within the genera.
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Introduccién

El pulgén amarillo Spha flava (Forbes, 1884) (Hemiptera:
Aphididae) es una plaga de ataincidencia en el rendimiento
total dela cafiade azlcar. De acuerdo con el uso dediferentes
alternativas para su manejo, se han considerado depredadores
delafamiliaChrysopidae, algunosdelos cual es se encuentran
en la cafa de azlicar, mientras que otros se localizan en
diferentescultivos.

Chrysopidae es una de las familias més grandes del orden
Neuropteray delas masimportantes en términos econémicos.
En los bosques tropical es humedos, | os crisopi dos sobrepasan
alos mirmel edntidos en riqueza de especies, mientras que estos
ultimos presentan mas especies en zonas &ridas (Penny 2002).
Brooks y Barnard (1990) citaron cerca de 1200 especies y
subespecies reconocidas, clasificadas en 86 géneros y
subgéneros. Este grupo de insectos se encuentran dentro de

losmaseficaces depredadores, debido aquelalarvaseadimenta
de huevos, larvas y adultos de una gran diversidad de
hemipteros fitéfagos y de otros insectos relativamente
sedentarios (Penny 2002). Algunas larvas de esta familia
presentan proyecciones toracicas y setas largas, que usa para
sujetar |os exoesguel etos secos de su presa'y desechos sobre
su cuerpo, lo cual le sirve para protegerse de predadores y
parasitos. Los adultos se alimentan de otros insectos, néctar y
polen (Penny 2002). Se ha registrado que las larvas de
Ceraeochrysa cubana (Hagen, 1861) y Chrysoperla externa
(Hagen, 1861) sealimentaagresivamentede 13y 21 plagasde
cultivosimportantes respectivamente. Delos ocho génerosde
crisopi dos que se han encontrado en lostrépicos, Chrysoperla
y Ceraeochrysa, parecen ser los que poseen €l potencia mas
grande para usarse en control bioldgico (Albuquerque et al.
2001).
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La taxonomia de esta familia no es muy estable ya que
muchas especies constantemente son descritas y las especies
previamente descritas son reexaminadas, facilitando
asignacionesgenéricasy reconociendo sinonimias. Enlaregion
Neotropical, lagran mayoria de especies fueron descritas por
Banksy Navas, sin utilizar genitalia; ademas muchas de sus
especies, sedescribieron con base sdlo en hembras, 0 sobreun
espécimen tipo que careciade abdomen (Adamsy Penny 1987).
Ramirez (2002) establecio que las especies de Chrysopidae
maés frecuentes y mas ampliamente distribuidas en €l zona de
estudio en el Valle del Cauca fueron Ceraeochrysa claveri
(Navés, 1911), Ceraeochrysa cubana, Chrysoperla externa;
las especies nativas con mayor capacidad de depredacion de
individuos de pulgon amarillo fueron Ceraeochrysa cubana,
Ceraeochrysa claveri, Chrysoperla externa y Leucochrysa
sp. 2.

Aunque existen claves de determinaci én taxonémica para
la familia Chrysopidae, la diferenciacion de las especies
requiere un examen cuidadoso pues algunos géneros son muy
uniformes morfol 6gicamente, pero su eficienciaen el manegjo
dedeterminada plaga puede ser tal que se presenten diferencias
significativas que determinen el éxito de un programa de
control. La introduccién de especies determinadas inco-
rrectamente puede constituir un serio problemasi el insecto a
controlar en & programade control biol 6gico no estdasociado
con la especie usada o no se adapta a las condiciones locales
del sitio de liberacion (De Almeiday Stouthamer 2003).

Dado que las especies de Chrysopidae encontradas en el
Valle del Cauca poseen caracteristicas morfol 6gicas externas
variables, se consideraron otros métodos de diferenciacion,
talescomo marcadores mol ecularesy marcadores morfol 6gicos
como lagenitaliainterna, con mirasacorroborar lavalidez de
los caracteres morfol Ggicos externos, ademas para esclarecer
la determinacion de algunos morfotipos que no han sido
reconocidos hasta especie, contribuyendo al conocimiento
taxonomico de lafamilia.

Comparada con la morfologia externa, la variabilidad
interespecifica de la genitalia es tan grande y caracteristica,
gue algunos autores no han ilustrado otras partes del cuerpo.
Lagran divergenciaen lamorfologia de lagenitalia entre las
especieseslareglaen insectos, y enlamayoriade los grupos;
lostaxénomos usan lagenitalia (especialmentelagenitaliadel
macho) paraladeterminacion delasespeciesy su clasificacion.
Un articulo de larevista alemana de entomol ogia Tijdschrisft
voor Entomologie, mostré que de 26 articul os taxonémicos,
la genitalia juega un papel prominente en 23 (Schilthuizen
2003).

Por otro lado, la utilizacién de marcadores moleculares es
ampliamente usada paradiferenciar especiesmuy relacionadas
y en muchos casos solo una region del ADN es usada,
dependiendo delos propdsitos delainvestigacion (Caldeiraet
al. 2003). Recientemente, diferentes regiones del ADN
ribosomal han sido propuestas para ser usadas en estudios
moleculares como una herramienta adicional a la
caracterizacion morfolégica. Este método incluye el andlisis
de laregion 18S, y las regiones ITS1 (Internal Transribed
Spacer) e ITS2 del ADN ribosomal através de lareaccién en
cadena de la polimerasa, la cual utiliza iniciadores que
amplifican estas regiones. Sin embargo, debido al alto
polimorfismo intraespecifico y alos patrones complejos que
se producen con este método, se puede ver restringido su uso
(Vidiga et al. 2002).

Combinadacon el uso del ADN ribosomal, latécnicaPCR-
RFL P permitediferenciar especiesmuy cercanasy en ocasiones
précticamente indistinguibles con un andlisis morfol égico
(Luchetti et al. 2005). Estaesunatécnicasimpley rapida, que
puede ser usada como una herramienta auxiliar en la
determinacion de las especies (Vidiga et al. 2002). Estas
técni cas pueden ser mas Gtiles al momento dediferenciar entre
especies de un grupo particular de cierta zona, cuando se
pretende evaluar la dispersion de un parasitoide liberado y
estudiar el parasitismo siguiendo las liberaciones, estudiar la
composicién de especieshermanas, y paradiferenciar especies
muy relacionadas (Silvaet al. 1999).

Se planteo la necesidad de realizar una diferenciacion
molecular dadasu utilidad como unmediorgpidoy eficaz para
encontrar marcadores especificos (Arnold et al. 1991;
Wilkerson 1995), asi como una diferenciacion morfoldgica a
partir de genitaliainterna, con miras a establecer marcadores
diagndsticos de las especies, para luego evaluar que tanto se
correlacionan estos datos con los obtenidos a partir de la
morfol ogiaexterna; estaaproximacion podriaarrojar resultados
maés confiables sobre € estatus de las especies de estudio. El
conoci miento que se obtenga, contribuye alainformacion que
sobre el manejo de plagas se esta generando y, en este caso,
sobre el manejo del pulgdn amarillo, buscando un tratamiento
integral que conlleve una reduccién de su incidencia en la
produccién comercial de la cafia de azlcar.

Materialesy M étodos

Material deestudio. Setrabajé tanto con especies criadas en
€l laboratorio de entomologia del Centro de Investigacion de
la Cafia de Azlcar de Colombia CENICARNA, como especies
recolectadasen el campo. Serealizaron recol eccionesmanuales
de crisopidos (Neuroptera: Chrysopidage) en lotes de cafia de
azlcar, yuca y citricos en CENICANA (3°21'51”N;
76°18'1"W) y en lotes de maiz en sitios al edafios, en lotes de
cafiaen el ingenio MAYAGUEZ (3°23'40"N; 76°19' 54" W),
y en lotes de maiz y yuca ubicados en € Centro Internacional
deAgriculturaTropical CIAT (3°30'27"N; 76°21' 26" W). Las
recolecciones se hicieron entre julio de 2004 y julio de 2005.

El estudio se realizé con 11 especies: Ceraochrysa sp. 1,
Ceraeochrysa sp. 2, Ceraeochrysa sp. 3, Ceraeochrysa
cubana, Ceraeochrysa claveri, Chrysoperlasp. 1, Chrysoperla
carnea (exotica), Chrysoperla rufilabris (exética),
Leucochyrsa sp. 1, Leucochyrsa sp. 2, y Leucochyrsa sp. 3y
seanalizaron jemplarestanto de campo como de laboratorio.
Se usaron diez ejemplares por especie (cinco machosy cinco
hembras), para un total de 110. Debido a que la abundancia
relativa de a gunas especies no era suficiente paraobtener todos
losindividuos que se necesitaban tanto paralaestandarizacion
como parael andisisfinal, fuenecesario criar algunas especies.

Determinacion de las especies a partir de caracteres
morfoldgicos. Se diferenciaron las especies a partir de
caracteres delamorfol ogiaexterna, usando laclave de Ramirez
(2002). Antes de realizar las pruebas molecul ares, también se
verificd ladiferenciacion delas especiesy morfotipos, usando
los dibujos de las estructuras de genitalia interna de machos
disponibles, tanto los de la literatura como los realizados
durante el estudio.
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Analisismolecular

Extraccion de ADN. Paralaextraccion de ADN se utilizo el
térax y parte del abdomen (aproximadamente s ete segmentos)
de cada uno de los ejemplares. Se sigui6 el método de
extraccion de Cheung et al. (1993) y se modificd de acuerdo
con la cantidad de tgjido a utilizar, que en este caso dependia
del tamafio del insecto. El tejido se macer6 en 300ul detampén
deextraccionfrio, y seadicionaron 75 ul de solucion Sarcosyl
5% para precipitar polisacéridos (Sharma et al. 2002). La
suspension se incubo por una hora en un bafio maria a una
temperatura de 65°C, invirtiéndose cada 10 minutos. Las
muestras se centrifugaron a 14.000 rpm por seis minutos a
20°C. Se pasb e sobrenadante a otro tubo y se le adicion6
168,75 ul de acetato de amonio 10M y 300 pl de isopropanol
frio, invirtiéndose varias veces y dejandolo a -20°C por dos
horas, para precipitar el ADN. Posteriormente |as muestras se
centrifugaron a 14000 rpm por 10 minutos a20°C, se descartd
el sobrenadante dejando el botén (ADN) y selavé con 300 ul
de etanol 70% (-20°C), invirtiendo el tubo varias veces,
teniendo cuidado de no desprender € precipitado. Se dej6 secar
por 20 minutos aproxi madamente atemperaturaambiente hasta
quee etanol seevaporaray seresuspendi6 en 100 ul detampon
TE. Finalmente se agregd acadamuestral,5 ul deribonucleasa
A (10 mg/ml) y seincubd a 37°C por 20 minutos. El ADN se
conservo a-20°C hasta su utilizacion.

Condiciones de la PCR. La PCR (reaccion en cadena de la
polimerasa) se llevd a cabo en un termociclador PTC-100
(Programmable Termal Controller) de MJResearch, utilizando
un volumen total de 12,5 ul, 17,5 ng de ADN, Tampon 1X,
dNTPs0,2mM, Iniciador A0,5uM, Iniciador B 0,5uM, BSA
0,1 ug, Tag polimerasa 1U, gjustado a 12,5 ul con H,O. Las
condiciones pararealizar laamplificacion del ADN ribosomal
fueron: un paso de denaturacion inicial a94°C de 2 minutos,
40 ciclos de denaturacion a94°C por 30 segundos, hibridacion
a57°C por 1 minuto, 30 segundos, extension a 72°C por 30
segundosy un paso de extension final a72°C por 10 minutos,
después del tltimo ciclo. En este caso se realizé un gjuste en
el perfil térmico delaPCR en €l paso de hibridacion.

Seleccién de combinacion deiniciador esNS. Paraamplificar
diferentes regiones de la subunidad 18S del ADN ribosomal,
se evaluaron 52 combinaciones de iniciadores NS (Nuclear
Small rDNA) y digestiones usando varias enzimas de
restriccion, en 11 muestras de ADN delos crisdpidos (unapor
especie). Delas 52 combinaciones, finalmente se seleccionaron
seis para evaluar la diferenciacion entre todas las especies,
utilizando 10 muestras de ADN por especie (Tabla 1). Los
amplificadosdeADN ribosomal se separaron por electroforesis

Tabla 1. Combinaciones de iniciadores NS y enzimas de restriccion
seleccionadas.

Combinacion deiniciadores Enzimaderestriccion

NS5-NS6 Mspl
NS5-NS6 Hindl
NS5-NS6 Dral
NS5-NS6 Haelll
NS3-NS4 Hindl
NS3-NS4 Dral

engelesdeagarosaal 1,2%Yy lasdigestiones posterioresfueron
separadasen gelesde agarosaal 1,7% utilizando un voltajede
100V en tampdn TAE 1X; los geles se prepararon en tampén
TAE 1X (Tris-&cido glacial écetico 0.04M; EDTA 0.001M),
usando Bromuro de Etidio (0,4 ig/ml para la tincién)
(Sambrook et al. 1989). La longitud de los productos de
amplificacion se estim@ por comparacién con un marcador
Lambda (&) digerido con laenzimaPstl. Las electroforesis se
realizaron en unacémarahorizontal MarcaGibco BRL, modelo
Horizon 20-25.

Analisis morfoldgico. Se siguié € método propuesto por
Henry et al. (1993), pero utilizando el mismo tratamiento para
machos y hembras. La porcion de tegjido se colocd en KOH
(10%), y sedejé en ebullicion de cinco a10 minutos. Después
selavo con bastante agua destilada'y setifié con dos gotas de
chlorazol black E (Sigma) (5%) dejandolo de dos a tres
minutos. Finalmente se lavd con agua destiladay se disecto.
Las genitalias se conservaron en viales con glicerina.

I dentificacion y esquematizacion de las estructuras de la
genitalia interna. Se emplearon estructuras de la genitalia
interna, tanto de machos como de hembras, féciles de observar
y reconocer, es decir que permitieran unadeterminacion répida
de las especies; gonarcusy gonapsistignumen el caso delos
machos, y esper mateca paralas hembras.

Se realizaron ilustraciones de todas las estructuras
empleando un microscopio SWIFT con un aumento 100X y
un micrémetro ocular. Laidentificacion delasestructurasy su
posterior esquematizacion se hicieron empleando como guia
diferentes articulos (Adams 1977; Henry 1983; Nufiez 1988;
Penny 2002; De Freitas 2003; Brooksy Barnard 1990; Henry
et al. 1993; Tauber et al. 2000; Kang-Zhen et al. 2004) que se
refieren alagenitaliainterna de algunos géneros de lafamilia
Chrysopidae.

Resultadosy Discusion
Analisismolecular

Extraccion deADN. El método de extraccion usado permitio
obtener la cantidad necesaria de ADN, tanto para la
estandarizacién como para € andlisis final con una cantidad
total promedio de 28,9 ug. Este método, también ha sido
empleado exitosamente para la extraccion de ADN de otros
artropodos como avispas del género Trichogramma
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) (Landry et al. 1993) y
varias especies de arafias de diferentes familias (Linyphiidae,
Theridiidae y Clubionidae) (A"Haraet al. 1998).

Amplificacion deADN ribosomal y seleccion deiniciadores
NS. Las diferentes combinaciones de iniciadores NS
permitieron la amplificacion de regiones especificas de la
subunidad 18S del ADN ribosomal de las especies de
crisopidos. Aunque las combinaciones de iniciadores
mostraban bandas intensas y reproducibles, casi todas las
combinaciones mostraron un patron monomorfico, una o dos
bandas de igual tamafio paratodas | as especies utilizando una
combinacion deiniciadores. Lasregionescodificantesdel ADN
ribosomal se encuentran altamente conservadas, por lo cual se
recomiendan cuando se pretende reali zar estudiostaxondmicos
o sistematicos en un nivel superior declasificacion (Hoy 1994;
Navgjaset al. 1992).
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Con una de las combinaciones y el amplificado digerido
con enzimas de restriccion (NS5-NS6+Dral), se logro
discriminar todas las especies utilizando sdlo los fragmentos
especificos, por lo cual, este ensayo es Util para arrojar un
diagndstico molecular enlazonade muestreo. Dado lo anterior,
se construy6 unaclave molecular paraladeterminacion delas
especiesdd estudio. El ensayo NS5-NS6+Dral mostré entotal
10 bandas para todas las especies (tres bandas en promedio
por especie). Delas 10 bandas, solo una se presento en todas
las especies (500 pb), cinco fueron Unicas por especiey las
cuatro restantes fueron variablemente compartidas por varias
especies. Estos resultados muestran el poder discriminante de
esteensayoy lautilidad parareconocer | as especies estudiadas.

Clave molecular para la determinacion de 11 especies de
crisopidos (Neuroptera: Chrysopidae), presentesen lazona
de muestreo. Informacion a partir de fragmentos digeridos
con la enzima Dral procedentes del ADN ribosomal
amplificado utilizando iniciadores NS5-N S6.

1. Presenciadebandade 100 pb ......cccooveireicineniceeeeee 2
1'. Ausenciadebandade 100 Ph........coccvrerrrernreneineneecreneenenes 6
2. Presenciade bandade 340 pb....... ......... Chrysoperla rufilabris
2. Ausenciadebandade 340 phP ... 3
3. Presenciadebandade412 pb ..................... Ceraeochrysa sp. 1
3. Ausenciadebandade 412 pb ..o 4
4. Presenciade bandade 430 pb .......cccceeeenene Ceraeochrysa sp. 3
4. Ausenciade bandade 430 ph........ccoeeieirinniinerneeee 5

. Presenciade bandasde 310y 200 pb ......... Ceraeochrysa sp. 2
5. Presenciade bandade 200 pb ................ Ceraeochrysa cubana
6. Presenciadebandade 310 ph ... 7
6'. Ausenciadebandade 310 ph......ccooeiiiieiiiie e 9
7. Presenciadebandade382pb ................. Ceraeochrysa claveri
7. Ausenciadebandade 382 ph.......coeoiiiiiieine e 8
8. Presenciadebandasde 310y 200pb............ Leucochrysa sp. 3
8'. Presenciadebandade 310 pb .........cccceeennee Leucochrysa sp. 1
9. Presenciade bandasde 400y 160 pb ........... Chrysoperla sp. 1
9. Ausenciadebandasde 400y 160 pb.......ccccverrereccnenecnes 10
10. Presencia de banda de 556 pb ........ccccoceeenee Leucochrysa sp. 2
10’.Con una sola banda, de 500 pb ................. Chrysoperla carnea

Se obtuvieron en total 57 bandas, en un rango de tamafios
entre 100 y 800 ph. De éstas, 47 fueron polimoérficas y 25
fueron Unicas. Ninguna especie presentd gran cantidad de
bandas paratodos|osensayos, |0 cual demuestraqueel uso de
los sei's ensayos provee un ato polimorfismo paradiferenciar
| as especies de crisopidos eval uadas. En general, se obtuvo un
alto poder discriminante, aexcepcion deuno (NS3-NS4+Hinfl)
con €l que selogré que slo el 83,6 % de las combinaciones
posibles de especies se diferenciaran (el porcentgje secalculd
de acuerdo con el nimero de combinaciones de especies
posibles [(n-1) (n)/2=55]). Para probar que el patron fuera
reproducible, sevari6 la cantidad de amplificado digerido (se
redujo alamitad) utilizando lamismaconcentracion deenzima;
los resultados coincidieron con los obtenidosinicialmente.

Analisismorfolégico

Extraccion eilustracion dela genitaliainterna de machos
y hembras. El método de extraccién permiti6 diferenciar las

estructuras que hacen parte de la genitalia interna de las
especies. Para el género Ceraeochrysa se observaron estruc-
turasdelagenitaliainternacomo € gonarcus(gc) y lagonapsis
(gps). Para e género Chrysoperla se observaron estructuras
como €l gonarcus (gc), y € tignum (tg), y para el género
Leuchochrysa la estructura presente es el gonarcus (gc). La
forma de estas estructuras permite una caracterizacion y
diferenciacion de cada una de las especies.

La genitalia de machos ofrece una mayor diferenciacion
de especiesquelade hembras. Losgénerosdel estudio pueden
ser facilmente separados de acuerdo con la presencia de la
gonapsis, que distingue al género Ceraeochrysay de acuerdo
alapresenciadel tignum, quedistingue a género Chrysoperla.
En el género Leucochrysa no se observd ni gonapsisni tignum.
En el género Ceraeochrysa, €l gonarcusesbastante variabley
permite distinguir cada unade las especies. Delas estructuras
presentes en €l gonarcus, dos son las més Utiles para separar
las especies, la gonocornua y el entoprocessus, de acuerdo
con su forma, la primera permite distinguir a Ceraeochrysa
sp. 1 de Ceraeochrysa cubana, y e segundo permite distinguir
a Ceraeochrysa sp. 2, Ceraeochrysa sp. 3y C. claveri.

En € caso del tignum, aunque presenta un patrén muy
parecido entre las especies del género Chrysoperla, con un
andlisis cuidadoso de laestructura, es Util paradiferenciar las
especies. Al caracterizar el tignum es facil separar a
Chrysoperla sp. 1 de C. carnea y C. rufilabris, y estas dos
especies pueden ser distinguidas a caracterizar €l gonarcus,
haciendo especial énfasis en los brazos laterales y el
entoprocessus. Con la informacion generada a partir de las
estructuras de la genitalia se construy6 una clave dicotomica
de determinacion especificadentro de los tres géneros.

Clavemorfolégicaparaladeterminacion de 11 especiesde
crisopidos (Neuroptera: Chrysopidae), en la zona de
muestreo

1. Presenciade gonapsis (gps) (Fig. 1A) .. Género Ceraeochrysa, 2

1. AUSENCIA e GONAPSIS ..cuvveeeerieeeie e eeenes 6
2 (1). GONOCOIMNUA (JCU) +.nvrvereemerrereenereeerreseeneseeseeseseeessesesnesesessens 3
2. GONOCOrNUA NO VISIDIES ... 4
3 (2). Gonocornua cortas (Fig. 1B) .......c.cccceeee Ceraeochrysa sp. 1
3'. Gonocornua largas, proyectadas dorso-caudalmente, con los
extremos en punta (Fig. 1C) ......cccceeverenenene Ceraeochrysa cubana
4 (2'). Entoprocessus (ent) VISIDIES .......cccoceereerennieneceneseees 5
4'. Entoprocessus no visibles (Fig. 1D) ............ Ceraeochrysa sp. 2

5 (4). Entoprocessus en formade cuerno, mas cortos que lamitad del
brazo lateral (1a) (Fig. 1E) ...cccoovieeieereeene Ceraeochrysa sp. 3
5'. Entoprocessus bastante largos, redondeados en la punta (Fig. 1F)
CeracoChrySa ClAVENT .....cueiveeeeeieeieeeceere st

6 (1'). Presenciade tignum (@) .......cccveuvnee. Género Chrysoperla, 7
6'. Ausenciadetignum .........c.cccceerrereenns Género Leucochrysa, 9

7 (6). TIgNUM ElQBO0 ....coveneeeereeirieeec e 8
7. Tignum grueso y bastante arqueado con acumen redondeado tan
grueso como los brazos laterales (Fig. 2A) ........ Chrysoperla sp. 1

8 (7). Gonarcus (gc) arqueado con entoprocessus cortos en formade
mediauna (Fig. 2B) .....ccoceoeieeereeereeeeeeees Chrysoperla carnea
8'. Gonarcus largo, amplio en formade V con entoprocessus largos
en forma de medialuna y mediuncus (mu) estrecho hacia e &pice
(FIg: 2C) e Chrysoperla rufilabris
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9 (6'). Hembras con vela (vel) cortay espermateca (esp) de forma
ondulada, no esclerotizada (Fig. 3A)° ......cccccueee. Leucochrysa sp. 1
9. Hembras con VEla larga .........ccovereereeeineieee e 10
10 (9'). Gonarcus bastante arqueado con los brazos laterales
alargados dorso ventralmente; mediuncus (mu) grueso, largo y
bifurcado, con &pice triangular (Fig. 3B) ............ Leucochrysa sp. 2

10'. Gonarcus estrecho y arqueado (en forma de U) con los brazos
laterales alargados, proyectados ventralmente; mediuncus grueso,
bifurcado y con digitaciones haciael apice (Fig. 3C)

............................................................................. Leucochrysa sp. 3

Al observar las estructuras de los géneros Ceraeochrysa y
Leucochrysa, es evidente lavariacién, en comparacion con la
variacion de los caracteres de morfologia externa usados
normal mente, para determinar especies. Aungue en ocasiones
seregistro variacion intraespecifica en las estructuras, debido
seguramente a diferentes factores tales como laedad o €l tipo
de alimentacion, en general se conservo un patrén basico que
permitio determinar un espécimen dentro de un grupo dado.
Delostres morfotipos de Ceraeochrysa, segin lamorfologia
de genitalia, Ceraeochrysa sp. 1 muestrael mismo patrén que
Ceraeochrysa cincta (Schneider, 1851) y al revisar la
morfologia externa se presenta la misma descripcion, con la
variacion del nimero de manchasen el escapo. Parael caso de
Ceraeochrysa sp. 3, la morfologia de genitalia interna es
bastante similar a la descrita para Ceraeochrysa caligata
(Banks, 1946), pero no se realizd una revision de caracteres
de morfologia externa que corroboren la determinacion de la

especie.

Diferenciacion morfoldgica y molecular. Se observé una
relacion mas estrecha entre los géneros Chrysoperla y

Figura 1. Estructuras de la genitalia de las especies del género
Ceraeochrysa. A. gonapsis (gps) de Ceraeochrysa sp.2. B. Ceraeochrysa
sp.1 C. Ceraeochrysa cubana. D. Ceraeochrysa sp.2. E. Ceraeochrysa
sp.3. F. Ceraeochrysa claveri.

Leucochrysa debido aquelas estructuras como entoprocessus
y mediuncus son mas frecuentes en los primeros géneros. Es
importante exponer que en laliteraturaexiste ciertaconfusion
en cuanto alaidentificacion o aladesignacion del nombre de
unaestructura, especificamenterefiriéndose aestasdos. Brooks
y Barnard (1990) no consideraron la existencia mediuncus en
el género Chrysoperla, mientras Henry et al. (1993) lo
identificaron y describieron paratres especies de este género.
DeFreitas (2003) describio €l arcessus paraotrastres especies
del género, pero no serefirié a mediuncus. Adams (1977) se
refiere a estas dos estructuras como sinénimas (mediuncus =
arcessus). Brooks y Barnard (1990) no describieron la
existencia de mediuncus en el género Leucochrysa, mientras
que Tauber (2004) reporta el mediuncus para este género, mas
no el arcessus. De acuerdo con estasituacion, parael andlisis
sedecidié dgjar ladescripcion hechapor Henry et al. (1993) y
trabajar con el mediuncus parael género Chrysoperla, dadala
descripcion que hacen de la estructura; en el caso de
Leucochrysa se decidié dejar la designacion expuesta por
Tauber (2004) de mediuncus para este género.

Las estructuras de genitalia para las especies del género
Ceraeochrysa muestran mayor diferenciacion interespecifica,
que la que se observé en las especies de los otros géneros.
Esto se explicaya que en €l género Ceraeochrysa existe una
mayor variacion de formas, dimensiones y presencia o
visualizacion de estructuras. Para €l género Chrysoperla, las
especies Chrysoperlasp. 1y Chrysoperlarufilabrismostraron
estructuras de genitalia bastante similares, mientras que la
genitalia de C. carnea esta mas diferenciada. En general este
género presentd poca variacion interespecifica, en contraste
con las especies de los otros dos géneros. Es necesario revisar
con detenimiento los caracteresde genitaliainternaa momento
de examinar especimenes, a partir de los cuales se puede
elucidar mas fécilmente la determinacion de una especie.

De los tres géneros evaluados, Leucochrysa presento la
menor variacion intraespecifica en el andlisis molecular,
conservandose | as bandas especificas de especie y mostrando
menos ocurrencia de bandas no especificas (Fig. 4). Este
resultado puede ser de gran utilidad, yaque el género hasido
reportado con problemas significativos en su sistematica.
Tantos los machos como las hembras exhiben una variacion
geogréficasubstancial tanto en €l color como enlamorfologia
(Adams 1977). Ademas, muchos especimenes estan esparcidos
en las colecciones de la mayoria de los museos y muchas
especies recientemente nombradas fueron descritas a partir
especimenes Unicos. De acuerdo con esto, el género presenta
numerosas sinonimias e identificaciones erréneas, que
confunden su sistemética notablemente (Tauber 2004).

El género Chrysoperla, al igua que Leucochrysa, presento
baja variacion intraespecifica en relacién con las bandas no
especificas, que no son informativas en € andlisis. Esto pudo
haber sidoinfluenciado por el hecho de quetodoslosindividuos
de dos especies proceden de la cria de laboratorio, encon-
trandose una fuerte endogamia que puede mostrar un bajo
polimorfismo entre las muestras. Sin embargo, para la
Chrysoperla sp. 1, aunque se realizo cria, los especimenes
estudiados se obtuvieron de la descendencia de varios padres
recolectados en el campo, estando poco tiempo sometidaalos
efectos de endogamia de unacriaartificial. Ladiferenciacion
morfoldgicay molecular sirve de diagnostico en este grupo,
en donde seratificalabgjavariacion de caracteresmorfol 6gicos
externos, pero se encuentran nuevos elementos de dis-
criminacién entre | as especies.
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Figura 2. Estructuras de la genitalia de las especies del género
Chrysoperla. A. Chrysoperla sp.1. B. Chrysoperla carnea. C.
Chrysoperla rufilabris.

La diferenciacion molecular puede ser bastante Util,
teniendo en cuenta, que aunque estas especies presentan una
bajadiferenciacion morfol dgica, selogran separar por técnicas
moleculares, que se pueden aplicar sobre un mayor nimero de
especies de este género, y utilizar unamuestra que represente
poblaciones naturales. Ademas, teniendo en cuenta que se
seleccionaron fragmentos especificos, bien definidos, que se
presentaron en todos los individuos de cada especie, no se
registré lavariacion intraespecifica entre las poblaciones.

Todos los resultados en el presente estudio son de suma
importancia debido a la poca informacion que se tiene sobre
especiesdelafamiliaChrysopidae paralazona. De 11 especies
del estudio, sdlo cuatro han sido determinadas hasta especie, y
las siete restantes, algunas de las cuales han sido evaluadas
por especialistas, permanecen sin determinar.

Seprobé lavalidez delos caracteres de morfol ogiaexterna
usados para separar as especies. Sin embargo, |os caracteres
demorfol ogiaexterna pueden no ser s empreventajosos. Casos
como € ya citado de Ceraeochrysa sp. 1, o €l de Chrysoperla
sp. 1 enlacual no se pudo determinar con seguridad laespecie
(posiblemente Chrysoperla externa) dadas las variaciones en

e b2 B=3
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e G e — .

420 pb
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Figura 4. Digestiones con Hinfl de las amplificaciones generadas por
los iniciadores NS3-N$4, separadas en gel de agarosa a 1,7%, de 10
muestras de ADN de Leucochrysa sp. 2. Abreviaturas usadas. pb-pares
de bases, M-marcador de peso.

Figura 3. Estructuras de la genitalia de las especies del género
Leucochrysa. A. Leucochrysasp.1. B. Leucochrysasp.2. C. Leucochrysa

sp.3.

lacoloracion del adulto, muestran que en los casos en los que
se presente confusion, la informacion de morfologia externa
debe ser apoyada por otro tipo de informacion en este caso la
degenitaliainternay lamolecular.

En forma general, se puede decir que los caracteres
utilizados para distinguir las especies del estudio son Utiles,
teniendo en cuenta que los datos de morfologia de genitalia
internay los datos moleculares mostraron ladiferenciacion de
losonce grupos, en e caso delagenitaliainterna, con diferentes
patronesdelasestructurasy en el caso delosdatos moleculares,
con lautilizacion de solo una combinacién deiniciadores NS
y ladigestion del amplificado producido con una enzima de
restriccion (NS5-NS6+Dral). Con lainformacion generada se
contribuyeaenriquecer € conocimiento taxonémico que sobre
lafamiliasetiene, ademés de ayudar aresolver los problemas
sisteméticos dentro de los géneros.
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