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RESUMEN

Para explicar la existencia de elevada variabilidad fenotipica (e.g. variacion de color) y sobre
todo cuando esta variacion ocurre de forma estructurada geograficamente (por ejemplo, los
morfotipos geograficos), se han propuesto dos hipétesis principales:

i) La existencia de una fuerte seleccidn natural a nivel local (adaptacién local), y ii) La existencia
de barreras no selectivas (e.g. geograficas) que impedirian el flujo génico. Estos mecanismos
podrian generar y mantener una alta diversidad a nivel regional explicando la mantencion de
diferentes fenotipos, aunque la importancia relativa de ellos debe ser evaluada con
herramientas cuantitativas y rigor estadistico. Los escarabajos del género Ceroglossus, que
habitan bosques del centro y sur de Chile, son un excelente modelo de estudio para poner a
prueba estas hipdtesis, debido a que poseen una extraordinaria diversidad fenotipica
caracterizada por la existencia de decenas de razas geograficas de distinto color. Ademas, las
especies de Ceroglossus poseen defensas quimicas y colores llamativos, que en conjunto
usarian para alejar a potenciales depredadores (aposematismo), lo que sugeriria un posible rol
de la seleccién natural (y la adaptacion local) en su diversificacidn fenotipica. En este estudio se
pretende analizar la variacién fenotipica (forma general del cuerpo) de Ceroglossus chilensis
(Eschscholtz, 1829) (Coleoptera: Carabidae) a través de la distribucién de dos subespecies con
distribucidén adyacente con el objetivo de evaluar el rol de potenciales barreras a la dispersiéno
la seleccidn natural juega un rol en la mantencidn de las diferencias en color entre dos
subespecies o razas geograficas. Para realizar este estudio, se analizaron ejemplares de
Ceroglossus chilensis en areas de la Araucania Andina, donde confluyen dos subespecies o razas
gue difieren en color y se realizaron andlisis morfolégicos (morfometria geométrica) para
evaluar si existen diferencias entre un caracter que esta presumiblemente bajo seleccién

divergente (color) y otro que no (forma).

Palabras clave: Ceroglossus chilensis, Morfometria Geométrica, Alometria, Color.



ABSTRACT

To explain the existence of high phenotypic variability (e.g. color variation) and especially
when this variation occurs in a geographically structured way (e.g. geographic

morphotypes), two main hypotheses have been proposed:

(i) The existence of strong natural selection at the local level (local adaptation), and (ii)
The existence of non-selective barriers (e.g. geographic) that would impede gene flow.
These mechanisms could generate and maintain high diversity at the regional level if
different phenotypes are selected in different localities. The beetles of the genus
Ceroglossus, which inhabit forests in central and southern Chile, are an excellent study
model to test these two hypotheses, because they possess an extraordinary phenotypic
diversity characterized by the existence of dozens of geographic races of different colors.
In addition, Ceroglossus species possess chemical defenses, which they would use to
ward off potential predators, making them aposematic species, i.e., species with
chemical defenses that warn their predators of this condition by means of striking colors,
which would suggest a possible role of natural selection in their phenotypic
diversification. This study aims to analyze the phenotypic variation (general body shape)
of Ceroglossus chilensis (Eschscholtz, 1829) (Coleoptera: Carabidae) across the
distribution of two subspecies with adjacent distribution in order to assess whether
natural selection (as opposed to barriers to dispersal) is playing a role in maintaining the
differences in color of the two subspecies. To carry out this project, specimens of
Ceroglossus chilensis were analyzed in areas of the Andean Araucania, where two
subspecies or races that differ in the color of the dorsal area converge, and
morphological analyses (geometric morphometry) were carried out to evaluate if there
are differences between a character that is presumably under divergent selection (color)

and another that is not (morphology).

Key words: Ceroglossus chilensis, Geometric Morphometry, Allometry, Color.



I. FORMULACION GENERAL DE LA INVESTIGACION

Los cambios evolutivos son el resultado de una variedad de procesos como el flujo génico, la

deriva génica, la mutaciéon y, predominantemente, por la seleccién natural (Futuyma, 1979).

La seleccidn natural incide en el cambio de frecuencia de los genes gracias a la reproduccién

diferencial entre los individuos que presentan alelos distintos, y esta determinada por la
aptitud de los individuos, que se define como su éxito reproductivo o capacidad de legar
alelos a la siguiente generacion. De esta manera la recombinacién de los alelos que se da
en la reproduccién sexual determina la variabilidad fenotipica de la poblacién (Audesirk et

al. 1997).

En biologia evolutiva se habla de selecciéon dependiente de la frecuencia cuando la eficacia

La

biolégica de una determinada estrategia (e.g., rasgos morfolégicos, conductuales, u otros,
y/o combinaciones de ellos) varia con la frecuencia relativa de otras estrategias en la
poblacion (Heino et al. 1998). La seleccion dependiente de la frecuencia puede ser
negativa cuando la aptitud del fenotipo aumenta al verse mds escasos y es positiva cuando
la aptitud del fenotipo aumenta cuando se vuelve mas comun, es decir, la seleccién

dependiente de la frecuencia va a ocasionar una variabilidad morfoldgica.

comprensién de la variacion morfoldgica intraespecifica tiene importancia ecoldgica-
evolutiva, especificamente si es de naturaleza clinal y de micro y meso escala geografica
(Johanesson et al. 1993). Sobre la base de observaciones a micro y mesoescala espacial,
manipulaciones experimentales o traslado de individuos a distintas condiciones
ambientales, se ha podido demostrar que estas diferencias son mantenidas por procesos

selectivos (Achituv & Mizrahi, 1987, Johanesson et al. 1993).

Cuando las poblaciones pierden tamafio, la probabilidad de que ocurran cambios en las

frecuencias de los alelos por azar aumenta, lo que se conoce como deriva genética. En
otras palabras, “para permanecer en equilibrio, la poblacidon debe ser tan grande que los
sucesos fortuitos no tengan impacto en su composicidon genética general” (Audesirk et al.
1997), la deriva genética también se da por medio de un cuello de botella genético, que es

un evento que reduce el tamafio de la poblacidon y que puede ser ajeno a las fuerzas de la
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seleccidon natural. Si tiene lugar por el establecimiento de una nueva poblacién aislada a
partir de una existente, se conoce como efecto fundador (Lawrence, Valcarce & Nufio,

2003; The McGraw Hill Companies, 2003).

En el modelo de estudio corresponde al Coledptero del género Ceroglossus, serian idéneos
para estudiar los procesos mencionados anteriormente debido a que los Ceroglossus
presentan morfotipos definidos y que estarian bajo seleccién, ademas este género posee

una alta variacién de morfotipos intraespecifica en distancias geograficas cortas.

En esta investigacién se trabajardn con poblaciones de Ceroglossus. Los Ceroglossus son
conocidos como “peorros” debido a que su estrategia de defensa consiste en la expulsién
de un liquido maloliente. Este liquido proviene de las glandulas anales y estda compuesto
por acido butirico junto a otros compuestos fétidos (Xu et al. 2019). Esto, sumado a una
elevada diversidad de colores metdlicos y llamativos, que se encuentran formado
subespecies o morfotipos geograficos, sugiere la existencia de aposematismo (Jiroux. 2006;

Mufnoz Ramirez et al. 2016).

Los Ceroglossus chilensis poseen una elevada diversidad de colores metalicos y llamativos, que
se encuentran formado subespecies o morfotipos geograficos, sugiere la existencia de

aposematismo (Jiroux. 2006; Mufioz Ramirez et al. 2016).

El color es un rasgo rico en informacion sobre el fenotipo y adecuacién bioldgica de los
organismos por lo que son fuente de datos sobre la ecologia y evolucién de distintos
grupos y de fendmenos naturales como el camuflaje, mimetismo, polinizacion,
sefializacion, atraccién de pareja, infeccidn por patdégenos y termorregulacién, entre otros
(Cuthill et al., 2017; Lui & Nizet, 2009; Clegg & Durbin, 2000; Smith & Goldberg, 2015;
Smith et al., 2016; Bechel, Rivard & Sanchez Azofeifa, 2002; Lev-Yadun, et al., 2004; Pérez-
De la Fuente, et al., 2012; Stevens, Lown & Wood, 2014; Chiao et al., 2011; Brady et al.,
2015; Troscianko et al., 2016).

En el caso de los Ceroglossus, el color es mayoritariamente del tipo estructural, formado por

una estructura de multicapas en la superficie cuticular dorsal del insecto (Luna et al. 2010).

Existe una enorme variacién de colores en Ceroglossus, la que se estructura geograficamente.

10



Es decir, hay mayor variacion entre areas geograficas distintas que dentro de la misma
area geografica, para la mayoria de las especies. Por ejemplo, en la zona de la cordillera de
Nahuelbuta, hay especies cuyos morfotipos son rojos, mientras que en la zona de
Malancahuello, a pocos kildmetros, poseen morfotipos azules y verdes. Okamoto et al.
(2001) sugirieron que existe convergencia evolutiva en el color de algunas especies en
simpatria, lo que fue confirmado posteriormente por Mufioz Ramirez et al. (2016)
mediante analisis filogenéticos y cuantificacion del color mediante espectrofotometria,

hipotetizandose que este patrén de convergencia se deberia a mimetismo Mulleriano.

En esta investigacidn se trabajard con una metodologia de Morfometria Geométrica
(MG). Como afirma Villalobos & Benitez (2020) que la morfometria geométrica es una
herramienta que permite evaluar las variaciones morfolégicas con factores subyacentes,

lo que permite detectar minimos cambios de variacion morfolégica.

En biometria la definicién del concepto de “forma” se ha modificado y precisado. El
estadistico David G. propone la definicién fundamental sobre la que se basa la
morfometria geométrica (Kendall, 1977): “Forma es toda la informacién geométrica que

resulta de retirar los efectos de la posicidn, escala y rotacién de un objeto”.

La forma resultante en la MG, puede entregar importante informacién, como la
adaptacion a las presiones ambientales y reproductivas (Kaliontzopoulou et al. 2010;
Weaver & Gunz, 2018), asi como también los rasgos que son mas bien de caracter
plesiomérficos y que permiten estimar grado de similitud entre individuos de distintos
grupos o localidades (Ferndndez Mazuecos et al. 2013; Kaliontzopoulou et al. 2010). Esto
hace que la MG sea una herramienta util y sencilla para evaluar similitudes y diferencias
de caracter morfoldgico y ecoldgico entre individuos, grupos de la misma especie, entre
especies distintas, poblaciones, etc. (Benitez & Pischel, 2014; Toro Ibacache et al. 2010)
y permite realizar estudios de delimitacién de especie y variaciones interespecificas

(Zuiiiga Reinoso & Benitez, 2015).

El método mas difundido para estudiar la alometria en morfologia geométrica es la regresion

multivariada de la forma sobre el tamafio del centroide (p. ej., Monteiro, 1999; Rosas &
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Bastir, 2002; Drake & Klingenberg, 2008; Rodriguez-Mendoza et al., 2011; Weisensee &
Jantz, 2011; Klingenberg et al.,2012; Ponssa & Candioti, 2012; Mitteroecker et al., 2013;
Murta-Fonseca & Fernandes, 2016). Dado que el tamafio y la forma estan légicamente
separados, el andlisis de regresién multivariables puede probar si existe una asociacién
estadistica entre ellos y, de ser asi, proporciona una caracterizacién de la alometria como

el cambio de forma esperado por unidad de aumento en la variable de tamafio.

Con respecto a los antecedentes tedricos dados, se formuld la siguiente pregunta de

investigacion: ¢Como se relaciona la morfologia y el color en los Ceroglossus chilensis
colectados en las localidades de la Araucania Andina en los veranos 2021 y 20227, en la
cual, se formuléd que las diferencias en colores entre poblaciones adyacentes son
mantenidas por seleccion positiva dependiente de la frecuencia. Cuando ya existen dos
fenotipos distintos en areas distintas, la seleccién afecta mas fuertemente a los individuos
que migran, es decir, hay una fuerte seleccién natural en favor de colores locales (fenotipo
de mayor frecuencia) y una fuerte seleccion en contra de los colores inmigrantes
(fenotipos de menor frecuencia). Como el blanco de la seleccién es el color, el andlisis de
otros caracteres fenotipicos no relacionados con el color, como por ejemplo los caracteres
morfoldgicos, deberia resultar en diferencias no significativas entre razas de distinto color
y también que la diferenciacién de color entre poblaciones adyacentes es mantenida
porque existen barreras no selectivas que impiden el flujo génico y por ende la
homogeneizacion de las diferencias fenotipicas, aunque el tipo de barrera no pueda ser
determinado, la existencia de por barreras no selectivas debieran tener un efecto en todo
el genoma, y por lo tanto, las diferencias también deberian observarse en otros caracteres
fenotipicos (e.g. morfometria geométrica), por el cual, se busca investigar los mecanismos
gue explican la notable diferencia de color entre poblaciones adyacentes de Ceroglossus

chilensis.
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el extremo sur de Sudamérica, en los bosques de Nothofagus (fig. 2) existe un género
endémico de Carabidae llamado Ceroglossus (fig. 1) y que estd constituido por ocho
especies, en general las especies de Ceroglossus. Este género de Coledptero presenta
una elevada diversidad de colores metalicos y llamativos (fig. 1), que se encuentran
formado subespecies o morfotipos geograficos (fig 3 y 4), que siguiere la existencia de

aposematismo (Jiroux, 2006; Mufioz Ramirez et al. 2016).

Existe una gran variedad de colores en los Ceroglossus, la que se estructuran
geograficamente, es decir, hay una mayor variacién entre dreas geograficas distintas

gue dentro de la misma area geogréfica, para la mayoria de las especies (fig. 5).

En la cual se planted el objetivo de investigar los mecanismos que explican la notable

diferencia de color entre poblaciones adyacentes de Ceroglossus chilensis.

La problematica que sustenta ésta investigacién, radica principalmente en las
localidades de la Araucania Andina, cercanas a las comunas de Curacautin y Lonquimay
durante los veranos del afio 2021 y 2022 (fig. 5 y tabla 1); considerando los
antecedentes previamente expuestos se identifica el siguiente problema: Existen
Ceroglossus chilensis que presentan coloraciones diferentes coexistiendo en la misma

zona geografica, siendo la misma especie.

Es por lo anterior, que la relevancia radica en las comunas cercanas debido a la
diversidad de colores presentes a una distancia no tan lejana. Por tanto, este tipo de
investigacion podria aportar en la relacidn de la forma y color en Ceroglossus chilensis,
aportar si podria existir la diferenciacién de color entre las poblaciones por la existencia
de barreras no selectivas y en usar las metodologias y softwares necesarios para aportar
aun mas en las futuras investigaciones relacionadas con la morfometria geométrica

(variacién de la forma).

En biometria la definicién del concepto de “forma” se ha modificado y precisado. El
estadistico David G. propone la definicién fundamental sobre la que se basa la

morfometria geométrica (Kendall, 1977): “Forma es toda la informacién geométrica que
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resulta de retirar los efectos de la posicidn, escala y rotacién de un objeto”.

La aplicacidn de la estadistica multivariada al estudio de la covariacién de la forma con
sus factores casuales dio un gran paso con el uso de datos multidimensionales que
logran capturar la geometria de la estructura del objeto, por ello, el analisis con
morfometria geométrica permite realizar interpretaciones de alto significado bioldgico,
de las diferencias entre individuos, poblaciones, etc. (Toro Ibacache et al., 2010), es
decir, la forma resultante en la morfometria geométrica, puede entregar importante
informacién, como la adaptacion a las presiones ambientales y reproductivas
(Kaliontzopoulou et al., 2010; Weaver & Gunz, 2018), asi como también los rasgos que
son mas bien de caracter plesiomdrficos y que permiten estimar grado de similitud
entre individuos de distintos grupos o localidades (Fernandez Mazuecos et al.,2013;

Kaliontzopoulou et al., 2010).

La morfometria geométrica se utiliza para determinar la “forma pura” en un individuo o
estructura, mediante puntos discretos en el espacio y bien definidos llamados
Landmarks (Zelditch et al., 2004). Al realizar este tipo de analisis no se ve afectado el
tamafio del individuo, asi como tampoco por su rotacién ni escala, por lo que la forma
del objeto en estudio no se describe en términos de sus dimensiones, sino que de la
relacidn espacial entre sus partes (Toro lbacache et al., 2010; Zelditch et al., 2004). Lo
ultimo permite realizar estudios de delimitacién de especie y variaciones

interespecificas (Zufiga Reinoso & Benitez, 2015).

Para finalizar y en base a todos los antecedentes presentados, se deprende la siguiente
pregunta de investigacion, ¢ Cudl es la relacidn que existe entre la morfologia y el color
en los Ceroglossus chilensis colectados en las localidades de la Araucania Andina en los

veranos 2021y 20227
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111. HIPOTESIS

H1: Las diferencias en colores entre poblaciones adyacentes son mantenidas por
seleccion positiva dependiente de la frecuencia. Cuando ya existen dos fenotipos
distintos en areas distintas, la seleccidén afecta mds fuertemente a los individuos que
migran, es decir, hay una fuerte seleccidon natural en favor de colores locales
(fenotipo de mayor frecuencia) y una fuerte seleccion en contra de los colores

inmigrantes (fenotipos de menor frecuencia).

Prediccion: Como el blanco de la seleccidn es el color, el analisis de otros caracteres
fenotipicos no relacionados con el color, deberia resultar en diferencias no

significativas entre razas de distinto color.

H2: La diferenciacién de color entre poblaciones adyacentes es mantenidas porque
existen barreras no selectivas que impiden el flujo génico y por ende la

homogeneizacién de las diferencias fenotipicas.

Prediccion: Aunque el tipo de barrera no pueda ser determinado, las existencias de
barreras no selectivas debieran tener un efecto en todo el genoma, y, por lo tanto,
las diferencias también deberian observarse en otros caracteres fenotipicos (e.g.

morfometria geométrica).

IV. OBJETIVOS

1.0bjetivo General

Investigar los mecanismos que explican la notable diferencia de color entre poblaciones
adyacentes de Ceroglossus chilensis.
2.0bjetivos especificos

- Cuantificar la morfologia mediante morfometria geometria.
- Evaluar concordancia entre color y morfometria para inferir los procesos eco-

evolutivos subyacentes.
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V. CAPITULO 1: Revision Bibliografica del modelo de estudio y sobre los procesos
microevolutivos que podrian estar involucrados en sus diferencias cromaticas.

Aspectos tedricos sobre los procesos de Seleccion Natural
- Variacion morfoldgica intraespecifica

La comprension de la variacion morfolégica intraespecifica tiene importancia ecolégica-
evolutiva, especificamente si es de naturaleza clinal y de micro y meso escala geografica
(Johanesson et al. 1993). Sobre la base de observaciones a micro y mesoescala espacial,
manipulaciones experimentales o traslado de individuos a distintas condiciones
ambientales, se ha podido demostrar que estas diferencias son mantenidas por procesos
selectivos (Achituv & Mizrahi, 1987, Johanesson et al. 1993), o por modulaciones
ambientales (Foster, 1979; Foster,1980; Lively, 1986; Yund, 1991; West et al. 1993; De
Wolf et al. 1997; Bertness et al. 1998; Sarda et al. 1998; Leonard et al. 1999). En
consecuencia, para una adecuada interpretacién ecoldgica o evolutiva de la
diferenciacién morfoldgica intraespecifica, es necesario estudiar sus componentes
genéticos y ambientales. El modelo de estudio presenta una alta variacion fenotipica a

nivel de especie y entre las poblaciones en los lugares adyacentes.

- Seleccion Natural y Plasticidad Fenotipica
Los cambios evolutivos son el resultado de una variedad de procesos como el flujo
génico, la deriva génica, la mutacidn y, predominantemente, por la selecciéon natural
(Futuyma, 1979). La seleccion natural puede entenderse como la correlacion entre la
variacion en el fenotipo y la variacion en el éxito reproductivo, es decir, en el nUmero de
descendientes que un individuo logra aportar durante toda su vida a la siguiente
generacion (Lewontin, 1970). La Unica condicién para que la seleccion natural ocurra es
la presencia de variacién entre los individuos para un cardcter en particular, por lo que,
si un caracter no varia entre los individuos, entonces no podra correlacionarse con las
diferencias en el éxito reproductivo y, en consecuencia, el cardcter no podra ser sujeto

de seleccién natural (Arnold, 1981).
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La seleccion natural se define como el proceso que se da en una poblacién de entidades
bioldgicas cuando se cumplen las tres condiciones siguientes: (1) variacién fenotipica entre
los individuos de una poblacién; (2) eficacia bioldgica diferencial asociada a la variacion y
(3) la herencia de la variacidon genética subyacente que permita la transcripcion de los

fenotipos seleccionados a la siguiente generacion.

La seleccién natural incide en el cambio de frecuencia de los genes gracias a la reproduccion
diferencial entre los individuos que presentan alelos distintos, y esta determinada por la
aptitud de los individuos, que se define como su éxito reproductivo o capacidad de legar
alelos a la siguiente generacion. De esta manera la recombinacién de los alelos que se da
en la reproduccién sexual determina la variabilidad fenotipica de la poblacién (Audesirk et

al. 1997).

En biologia evolutiva se habla de seleccion dependiente de la frecuencia cuando la eficacia
biolégica de una determinada estrategia (e.g., rasgos morfolégicos, conductuales, u otros,
y/o combinaciones de ellos) varia con la frecuencia relativa de otras estrategias en la
poblacion (Heino et al. 1998). La seleccion dependiente de la frecuencia puede ser
negativa cuando la aptitud del fenotipo aumenta al verse mas escasos y es positiva cuando

la aptitud del fenotipo aumenta cuando se vuelve mas comun.

Existen varios procesos que pueden explicar la variacidon geografica del color, incluyendo la
plasticidad fenotipica, selecciéon natural o deriva genética. La plasticidad fenotipica es
definida como la propiedad de un genotipo de producir diferentes fenotipos en respuesta
a cambios en las condiciones ambientales (Pigliucci, 2001), es decir, es la propiedad de un
genotipo de producir diferentes fenotipos en respuesta a diferentes condiciones

ambientales.

La plasticidad puede ser evolutiva o adaptativa, dependiendo de si el cambio es reversible o
irreversible, si es reversible se denomina aclimatacién al medio y si es irreversible se

denomina plasticidad fenotipica propiamente dicha (Piersma & Drent, 2003).

La plasticidad serd adaptativa en la medida en que, por término medio, los organismos

plasticos sean mas exitosos en sobrevivir y reproducirse que organismos no plasticos, en
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una poblacién que vive en un ambiente variable, en el modelo de estudio (Ceroglossus), el
término de plasticidad fenotipica es poco probable debido a que los caracteres no son

sensibles al cambio ambiental.

Cuando las poblaciones pierden tamafio, la probabilidad de que ocurran cambios en las
frecuencias de los alelos por azar aumenta, lo que se conoce como deriva genética. En
otras palabras, “para permanecer en equilibrio, la poblaciéon debe ser tan grande que los
sucesos fortuitos no tengan impacto en su composicidon genética general” (Audesirk et al.

1997).

La deriva genética también se da por medio de un cuello de botella genético, que es un evento
gue reduce el tamafio de la poblacion y que puede ser ajeno a las fuerzas de la seleccién
natural. Si tiene lugar por el establecimiento de una nueva poblacién aislada a partir de
una existente, se conoce como efecto fundador (Lawrence, Valcarce & Nufio, 2003; The

McGraw Hill Companies, 2003).

En los Ceroglossus no se podria descartar la hipdtesis de la deriva genética, debido a que la
homogenizacidn de las diferencias fenotipicas del color es mantenida entre las poblaciones
adyacentes.

1) Los escarabajos del género Ceroglossus (Coleoptera: Carabidae)

Ceroglossus (Fig. 1) es un género de escarabajos endémicos de los bosques de Nothofagus del
extremo sur de Sudamérica (Fig. 2) y esta constituido por ocho especies: C. chilensis
(Eschscholtz, 1829), C. darwini (Hope, 1837), C. speciosus (Gerstaecker, 1858), C.
magellanicus (Géhin, 1885), C. buqueti (Laporte, 1834), C. suturalis (Fabricius, 1775), C.
ochsenii (Germain, 1895) y C. guerini (Germain, 1895) (Jiroux 2006). De ellas C. chilensis
presenta 26 subespecies distribuidas entre la Regién del Maule y el extremo sur de la
Region de Aysén (Fig. 3 y 4), y dreas argentinas adyacentes, suelen habitar en los bosques y
pueden observarse caminando en el piso del bosque durante el dia y la noche, aunque
serian de preferencia nocturnos (Jiroux, 2006). En cuanto a su alimentacién, tanto adultos
como todos los estados larvarios, son principalmente depredadores (carnivoros) y se
alimentan de lombrices y larvas de insectos en general (Jiroux, 2006). Ademas, Joseph

(1931) y Ruiz (1936) seiialan que los adultos de C. chilensis depredan desde insectos
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(larvas), lombrices de tierra, carrofia de vertebrados pequeiios, hasta frutos silvestres

maduros (e.g. maqui y frutillas silvestres).

En general para las especies de Ceroglossus, el ciclo de desarrollo dura aproximadamente tres

meses (Jiroux, 2006).

El dimorfismo sexual es poco notorio y se puede evidenciar en variaciones en la forma del
pronoto, élitros y abdomen, como resultado de competencia intrasexual (Benitez et al.
2010b). Los machos presentan quillas (carenas) en los segmentos antenales 6, 7 y 8. Los
tarsos del primer par de patas estdn ensanchados y el dpice de los élitros es redondeado
(Ruiz 1936, Jiroux 2006). Dorsalmente los élitros estan esculpidos y presentan los angulos
humerales pronunciados. En las hembras, el pronoto es mas ancho, y mas largo
comparado con los machos y lleva una pequefia linea longitudinal en la linea media (Ruiz
1936); el abdomen es mas grande lo que se interpreta como una adaptaciéon para la

produccién de huevos (Benitez et al. 2010a) y los élitros son mds aguznados en el apice.

Los Ceroglossus son conocidos como “peorros” debido a que su estrategia de defensa consiste
en la expulsion de un liquido maloliente. Este liquido proviene de las glandulas anales y
esta compuesto por acido butirico junto a otros compuestos fétidos (Xu et al. 2019). Esto,
sumado a una elevada diversidad de colores metalicos y llamativos, que se encuentran
formado subespecies o morfotipos geograficos, sugiere la existencia de aposematismo

(Jiroux. 2006; Mufioz Ramirez et al. 2016).
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Figura 1. Ejemplo de variacion del color en Ceroglossus chilensis. Ramirez, F (2022). Variacion

del color en Ceroglossus recolectados en la zona Araucania Andina, sur de Chile.
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Figura 2. Bosque Templado de Chile. Ramirez, F. (2022). Fotografia de uno de los sectores en
donde se puede apreciar el tipo de bosque templado caracteristico de la zona Araucania

Andina, sur de Chile.
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Figura 3. Distribucion de algunas subespecies (parte norte) de Ceroglossus chilensis. Extraido de
Jiroux (2006). Los colores simbolizan las ubicaciones de las subespecies de Ceroglossus chilensis

y los lugares coloridos en el mapa simbolizan la distribucidn de las subespecies.
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Figura 4. Distribucion de algunas subespecies (parte sur) de Ceroglossus chilensis. Extraido de
Jiroux (2006). Los colores simbolizan las subespecies de Ceroglossus chilensis y los lugares

coloridos en el mapa corresponden la distribucién de las subespecies.
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2. El color en los Ceroglossus: Origen y mecanismos que pueden influir en la variacion
geografica de la coloracion.

El color es un rasgo rico en informacion sobre el fenotipo y adecuacién bioldgica de los
organismos por lo que son fuente de datos sobre la ecologia y evolucién de distintos
grupos y de fendmenos naturales como el camuflaje, mimetismo, polinizacion,
sefalizacidn, atraccidén de pareja, infeccion por patdégenos y termorregulacién, entre otros
(Cuthill et al., 2017; Lui & Nizet, 2009; Clegg & Durbin, 2000; Smith & Goldberg, 2015;
Smith et al., 2016; Bechel, Rivard & Sanchez Azofeifa, 2002; Lev-Yadun, et al., 2004; Pérez-
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De la Fuente, et al., 2012; Stevens, Lown & Wood, 2014; Chiao et al., 2011; Brady et al.,
2015; Troscianko et al., 2016).

El color es omnipresente en el mundo bioldgico y su origen responde a dos tipos de
mecanismos: por absorcién (basado en pigmentos) o por modulacién estructural (M.
Srinivasarao, 1999). Todos los colores (con la excepciéon de la bioluminiscencia) en
animales son producidos por alguno de estos dos mecanismos primarios, o por una
combinacidon de estos. Los colores pigmentarios se producen por la depositacidon de
pigmentos que interactdan con la luz a nivel molecular para absorber ciertas longitudes de
onda y reflejar otras. La pigmentacion en la clase insecta es un rasgo muy variable, que
posee diferencias especulares entre especies, entre poblaciones de la misma especie y
entre individuos dentro de una poblacién. Existe diversidad en cuanto a para qué se
utilizan y cdmo estos colores se organizan en patrones. La pigmentacidén posee una funcién
en la comunicacién visual, ya sea entre miembros de la misma especie o especies
diferentes y en procesos fisioldgicos como la termorregulacion, la foto-proteccién y la

resistencia a la desecacion (True, JR., 2003).

Por otro lado, los colores estructurales son producidos por la interaccidn fisica entre la luz y la
variacién a escala nanométrica en los tejidos tegumentarios de algunos animales (Fox, D. &
Vevers, G., 1960; Fox, D., 1976; M., Srinicasarao., 1999; Vukusic, P. & Sambles, J., 2003;
Prum, R., 2006; Bagnara et al., 2007; Kinoshita et al., 2008; Mathger et al., 2009; Seago et
al., 2009; Shawkey et al., 2009).También es bien conocido que el color estructural puede
generar colores iridiscentes, que son aquellos que cambian su coloracién dependiendo del

angulo de incidenciade la luz .

En el caso de los Ceroglossus, el color es mayoritariamente del tipo estructural, formado por

una estructura de multicapas en la superficie cuticular dorsal del insecto (Luna et al. 2010).

Existe una enorme variacion de colores en Ceroglossus, la que se estructura geograficamente.
Es decir, hay mayor variacién entre areas geograficas distintas que dentro de la misma
area geografica, para la mayoria de las especies. Por ejemplo, en la zona de la cordillera de
Nahuelbuta, hay especies cuyos morfotipos son rojos, mientras que en la zona de

Malancahuello, a pocos kildmetros, poseen morfotipos azules y verdes. Okamoto et al.
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(2001) sugirieron que existe convergencia evolutiva en el color de algunas especies en
simpatria, lo que fue confirmado posteriormente por Mufioz Ramirez et al. (2016)
mediante andlisis filogenéticos y cuantificacién del color mediante espectrofotometria,

hypotetizandose que este patron de convergencia se deberia a mimetismo Mulleriano.

En el mimetismo miilleriano (Mdiller, 1879), dos o mas especies aposematicas (es decir, toxicas
y de color llamativos) convergen fenotipicamente a causa de presiones selectivas
impuestas por sus depredadores, Miiller (1879) lo explica de la siguiente manera, “Los
depredadores aprenden a evitar un determinado color de presa ya que estas son
generalmente tdxicas o de mal sabor, pero para aprender a distinguir entre presas primero
deben consumir un determinado nimero de ellas antes de adquirir el aprendizaje. Al haber
mas de una especie aposematica, similares en morfologia y color, el nimero de presas
necesarias para el aprendizaje del depredador se distribuye entre todas las especies y, por
lo tanto, para cada especie mimética el nimero de muertes percapita (por especie) es

menor”.

3. Estado del arte sobre la Morfometria Geométrica
En biometria la definicién del concepto de “forma” se ha modificado y precisado. El estadistico

David G. propone la definicion fundamental sobre la que se basa la morfometria geométrica
(Kendall, 1977): “Forma es toda la informaciéon geométrica que resulta de retirar los efectos de

la posicidn, escala y rotacién de un objeto”.

La forma resultante en la MG, puede entregar importante informacion, como la adaptacién a
las presiones ambientales y reproductivas (Kaliontzopoulou et al. 2010; Weaver & Gunz, 2018),
asi como también los rasgos que son mas bien de caracter plesiomérficos y que permiten
estimar grado de similitud entre individuos de distintos grupos o localidades (Fernandez
Mazuecos et al. 2013; Kaliontzopoulou et al. 2010). Esto hace que la MG sea una herramienta
atil y sencilla para evaluar similitudes y diferencias de caracter morfolégico y ecolégico entre
individuos, grupos de la misma especie, entre especies distintas, poblaciones, etc. (Benitez &

Pischel, 2014; Toro Ibacache et al. 2010) y permite realizar estudios de delimitacion de especie

25



y variaciones interespecificas (Zufiiga Reinoso & Benitez, 2015).

El método mas difundido para estudiar la alometria en morfologia geométrica es la
regresion multivariada de la forma sobre el tamafio del centroide (p. ej., Monteiro, 1999;
Rosas & Bastir, 2002; Drake & Klingenberg, 2008; Rodriguez-Mendoza et al., 2011;
Weisensee & Jantz, 2011; Klingenberg et al.,2012; Ponssa & Candioti, 2012; Mitteroecker et
al., 2013; Murta-Fonseca & Fernandes, 2016). Dado que el tamafio y la forma estdn
l6gicamente separados, el analisis de regresidon multivariables puede probar si existe una
asociacion estadistica entre ellos y, de ser asi, proporciona una caracterizacién de la
alometria como el cambio de forma esperado por unidad de aumento en la variable de
tamano. La alomatria es el estudio de las variaciones de las dimensiones anatémicas y
fisiolégicas en los seres vivos en tanto se correlacionan; esto permite aproximarse a la
comprensién de los organismos como un todo y no como la suma de sus partes. (Sanchez et

al., 2020).

VI. CAPITULO 2: Variacion espacial de la forma corporal en escarabajos del género
Ceroglossus (Coleoptera: Carabidae) en una zona de alta diversidad cromatica de la
Araucania Andina, sur de Chile.

VIil. RESUMEN

Para explicar la existencia de elevada variabilidad fenotipica (e.g. variacion de color) y sobre
todo cuando esta variacién ocurre de forma estructurada geograficamente (por ejemplo, los
morfotipos geograficos), se han propuesto dos hipdtesis principales:

i) La existencia de una fuerte seleccidn natural a nivel local (adaptacidn local), y ii) La existencia
de barreras no selectivas (e.g. geograficas) que impedirian el flujo génico. Estos mecanismos
podrian generar y mantener una alta diversidad a nivel regional explicando la mantencién de
diferentes fenotipos, aunque la importancia relativa de ellos debe ser evaluada con
herramientas cuantitativas y rigor estadistico. Los escarabajos del género Ceroglossus, que
habitan bosques del centro y sur de Chile, son un excelente modelo de estudio para poner a
prueba estas hipdtesis, debido a que poseen una extraordinaria diversidad fenotipica
caracterizada por la existencia de decenas de razas geograficas de distinto color. Ademas, las
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especies de Ceroglossus poseen defensas quimicas y colores llamativos, que en conjunto
usarian para alejar a potenciales depredadores (aposematismo), lo que sugeriria un posible rol
de la seleccién natural (y la adaptacién local) en su diversificacion fenotipica. En este estudio se
pretende analizar la variacion fenotipica (forma general del cuerpo) de Ceroglossus chilensis
(Eschscholtz, 1829) (Coleoptera: Carabidae) a través de la distribucién de dos subespecies con
distribucidén adyacente con el objetivo de evaluar el rol de potenciales barreras a la dispersién o
la seleccidn natural juega un rol en la mantencion de las diferencias en color entre dos
subespecies o razas geograficas. Para realizar este estudio, se analizaron ejemplares de
Ceroglossus chilensis en areas de la Araucania Andina, donde confluyen dos subespecies o razas
gue difieren en color y se realizaron analisis morfolégicos (morfometria geométrica) para
evaluar si existen diferencias entre un cardcter que esta presumiblemente bajo seleccién

divergente (color) y otro que no (forma).

Palabras claves: Barreras ecoldgicas, Flujo génico, Morfometria geométrica,

Landmarks, Seleccion positiva dependiente de la frecuencia.

VIII. INTRODUCCION

El polimorfismo genético para el patron y/o el color es una caracteristica comun de
muchas especies, especialmente de invertebrados (Majerus, 1998) y en algunos mamiferos
pequefios (Nachman et al. 2003). Ha sido objeto de considerable interés y debate el cdmo se
pueden mantener altos niveles de variacién genética en las poblaciones naturales. (Hedrick et
al., 1976; Jones et al., 1977; Wright, 1978; Hedrick, 1986, 2006). Un posible mecanismo resulta
de la forma en que los depredadores localizan y atacan a presas variables. Por ejemplo, la
depredacion de las formas mas comunes, un proceso conocido como seleccién apodstata
(Clarke, 1962; Allen, 1988), conduce a una seleccion negativa dependiente de la frecuencia que
favorece a las formas menos comunes. Otro mecanismo es la depredacion sobre formas poco
comunes. Por ejemplo, la teoria de Miiller sobre el color de advertencia y el mimetismo, que se
basa en el siguiente argumento: en dos especies desagradables que comparten un habitat, si

son diferentes, los depredadores deben comer una cierta cantidad de cada una para aprender
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gue son desagradables, mientras que, si son idénticos, los miembros de ambas especies se
benefician al compartir el costo de la educacion de los depredadores (Miller, 1879; Joron &
Mallet, 1998; Ruxton et al. 2004). Esto genera una seleccién por semejanza entre especies
desagradables dentro de una comunidad (mimetismo milleriano) y seleccién positiva
dependiente de la frecuencia (seleccion purificadora) dentro de una especie, porque en ambos
casos las formas comunes se benefician de la proteccidon, mientras que las variantes raras
sufren una mayor depredacion per capita.

La varianza de los tres primeros componentes principales resulta con un 59,56% (ver anexo 1)
correspondiente de la forma total de los Ceroglossus.

Por otro lado, la accién de barreras puede también causar divergencia entre caracteres
fenotipicos con base genética entre las poblaciones aisladas. Petit & Excoffier (2009) definen el
concepto de flujo genético como el movimiento de genes entre poblaciones por procesos de
dispersién. Es una fuerza evolutiva que representa una de las mayores fuentes de variacién
genética en las poblaciones. El flujo genético tiene un efecto principalmente unificador, debido
a que la existencia de éste favorece la homogenizacién de las frecuencias alélicas entre
poblaciones que se encuentran geograficamente separadas (Futuyma, 1979). Sin embargo, al
separarse las poblaciones por barreras al flujo génico, éstas comienzan a diferenciarse por el
proceso de deriva genética. Es decir, por la extincion aleatoria de alelos en ambas poblaciones
(Futuyma, 1979). Mayr (1963) dice que cuando hay una aparicidon de una barrera que promueva
la separacidn espacial de los linajes divergentes es esencial para el proceso de diferenciacién y
aparicién de nuevos fenotipos y nuevas especies. Sin embargo, resulta dificil distinguir entre
éstos dos potenciales mecanismos (seleccidon y deriva) ya que ambos pueden resultar en
diferentes fenotipos en areas adyacentes.

El género Ceroglossus, contiene escarabajos que se presentan como un muy buen modelo para
evaluar estas hipotesis. Dentro de este género existen especies como la especie C. chilensis,
gue presentan una gran variedad de fenotipos adyacentes, a modo de razas geograficas, las
cuales se encuentran estructuradas geograficamente (Okamoto, et al. 2001). Las distintas
especies del género Ceroglossus son similares en la coloracidn de los élitros encontrandose en

simpatria (Okamoto et al., 2001). Tal convergencia de fenotipos dentro de Ceroglossus, ha sido
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evaluada empiricamente apoyando la hipétesis de mimetismo Miilleriano (Mufioz-Ramirez et
al., 2016). Por un lado, considerando las coloraciones conspicuas de los élitros, junto con la
capacidad de liberar compuestos dcidos ante una amenaza (Xu et al., 2019), Ceroglossus podria
coincidir con la definicidn clasica de especie aposematica y su convergencia con otras especies
como mimetismo propuesta por Miller (1879), donde las especies que se defienden y son
desagradables para un depredador se benefician cuando presentan aspecto similar, y el
comportamiento del receptor cambia por una sefial o indicacion que supone un verdadero
costo en el fitness; un receptor que no sigue esta advertencia recibird un castigo (Jaime, 2017).
Ceroglossus chilensis posee variaciones de color en lugares especificos, por ejemplo, en el lugar
de Malancahuello se observaron Ceroglossus de diferentes colores como azules, verdes vy
rojizos en donde areas geograficas cercanas, como aparentemente estos colores no se mezclan
entre si. Es entonces donde se pueden plantear las hipdtesis de seleccidn natural o deriva
génica en este caso en particular, ya que, hay sospechas de seleccion dado el mimetismo o
aposematismo, pero tampoco se puede descartar la deriva si existieran barreras al flujo génico
En el caso de los Ceroglossus la divergencia de color entre distintas poblaciones se pudo
generar por alguno de los mecanismos antes mencionados. Por una parte, barreras geograficas
pueden cortar el flujo génico. y causar divergencia a nivel gendmico. Esto implica que las
poblaciones puedan experimentan divergencia en multiples caracteres fenotipicos al ser un
proceso que cesa el flujo de todos los genes. Por ejemplo, esto podria explicar un cambio
morfoldgico en conjunto con cambios de color. Por otro lado, si no existen barreras implicaria
gue los cambios en color ocurren a pesar del flujo génico. Esto causaria la escasa divergencia en
otros caracteres fenotipicos no relacionados con el color, y puede dar sustento a una hipdtesis
de adaptacion local donde la fuerte seleccidn es la causante de la divergencia en dicho caracter.
Este estudio tiene por objetivo evaluar estas hipdtesis por medio de la cuantificacién de la
forma corporal morfometria geométrica en Ceroglossus. Diferencias significativas en la forma
corporal de distintas razas cromaticas indicaria barreras al flujo génico en concordancia con la
hipdtesis de aislamiento geografico, mientras que la falta de diferenciacion en la forma corporal
entre razas cromaticas apoya la hipétesis de un rol adaptativo del color.

Para alcanzar este objetivo se trabajard con la metodologia de la Morfometria Geométrica,
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analizando su forma de las muestras recolectadas en la regién de la Araucania, Chile.
IX. MATERIALES Y METODOS
1) Area de estudio
Las colectas de Ceroglossus se realizaron en varias localidades de la Araucania
Andina, cercanas a las comunas de Curacautin y Lonquimay durante los veranos del afio
2021y 2022. (Fig. 5y Tabla 1), debido a que en esos lugares presentan varios fenotipos

entre dreas proximas entre si.

Esta regidn presenta caracteristicas predominantes de clima templado oceanico
lluvioso que se localiza en la Cordillera de la Costa, y en la precordillera andina,
presentando caracteristicas de mayor continentalidad debido a su relativo alejamiento
del mar. Esto provoca un mayor contraste en las temperaturas encontrandose minimas

de 2°Cy maximas de 23°C en los meses mas calurosos.

La vegetacion que presenta la region estd condicionada por las precipitaciones;

es de tipo boscoso densa y abundante.

Figura 5: Mapas satelital de la Region de la Araucania, Chile. Lugares enumerados en donde se
colectaron las muestras. Prados del Negro (1), Sector Cérdova (2), Salto de la Princesa (3).
Malancahuello 6 (4), Malancahuello 7 (5), Puente Curacautin (6), Lonquimay 1 (7), Lonquimay
Noroeste (8), Camping Dos Volcanes (9), Salto del Indio (10), Puente Dilo cerca de Termas
Malleco (11), Termas Malleco (12), Tolhuaca 3b (13), Camping Amanecer del Rio (14), Camino a
Centro Ski (15).
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Tabla 1. Localidades y numeros de especimenes capturados en este estudio. Lugares de colecta

de Ceroglossus chilensis con una totalidad de 143 especimenes colectados.

Numero de | Cddigode | Nombre del lugar Latitud Longitud Elevacion N
localidad localizacién Ceroglossus
1 Con 1 Prados del Negro | -38.5507 -71.7834 714 23
2 Coo Sector Cordova -38.4041 -71.8345 706 12
3 Manl Salto de la -38.4758 -71.6802 796 18
Princesa
4 Mal6 Malancahuello 6 -38.4589 -71.5758 1089 1
5 Mal7b Malancahuello 7 -38.4656 -71.5792 1053 5
6 PC Puente -38.3553 -71.9329 616 1
Curacautin
7 Lonl Lonquimay 1 -38.5344 -71.4335 951 9
8 Lon 2 Lonquimay -38.4466 -71.3782 1030 2
Noroeste
9 DV Camping Dos -38.4570 -71.6010 1018 2
Volcanes
10 Sl Salto del Indio -38.4321 -71.7434 720 8
11 PD Puente Dillo -38.2366 -71.7371 1104 2
cerca de Termas
Malleco
12 TT Termas Malleco -38.2343 -71.7265 1189 10
13 Tol3b Tolhuaca 3b -38.2212 -71.7795 978 31
14 CAR Camping -39.2497 -71.8671 323 15
Amanecer del
Rio
15 PVN Camino a Centro -39.3555 -71.9709 855 3
Ski
Total 143

2) Métodos de colecta
Por cada sitio de estudio se utilizaron entre 12 a 20 trampas barber ubicadas cada 5 m, las

cuales se dispusieron en linea recta siempre que fue posible. Ademas, para complementar
la recolecciéon de ejemplares también se realizd colecta directa revisando debajo de
troncos caidos. A las trampas se les aplicd unos 20 ml de vinagre de manzana como
atrayente y fueron revisadas y retiradas luego de 1-2 dias de su instalacion.

Los ejemplares capturados fueron conservados en alcohol al 95% en el laboratorio de

ecologia molecular de insectos de la UMCE.
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3) Obtencién y Analisis de datos

- Cuantificacion morfolégica
Para la cuantificacién morfoldgica se realizaron analisis de Morfometria Geométrica (MG). La
MG es el estudio de la covariacién de la forma con factores geométricos subyacentes, y se
utiliza para determinar la “forma pura” en un individuo o estructura, mediante puntos discretos

en el espacio y bien definidos (Landmarks) (Zelditch et al., 2004).

Se tomaron fotografias de cada individuo con una camara Cannon EOS Rebel T6. Las
fotografias fueron tomadas a los especimenes ventralmente por el personal del Dr. Hugo
Benitez en el laboratorio de ecologia y morfometria evolutiva de la Universidad Catdlica del
Maule. Las fotografias se transformaron a un formato TPS mediante el software TPSutil v1.78 e
importadas al software TpsDig v2.31 (Rohlf. 2013) donde fueron colocados los distintos hitos o
landmarks. Se utilizaron 26 landmarks (fig. 6, tabla 2) de la vista ventral (Juache et al. 2018,
Benitez et al. 2013). Una vez obtenidas las coordenadas cartesianas para todos los landmarks,
la informacién de la forma fue extraida mediante un Andlisis de superposicion de Procrustes
(Rohlf & Slice 1990). Luego se ordenaron los datos bajo las matrices de covarianzas las cuales

permitieron realizar los andlisis multivariados siguientes.

Figura 6. Ceroglossus chilensis. Indicacion de los 26 landmarks en la vista ventral.
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Tabla 2. Descripcion anatémica de los 26 landmarks (vista ventral) en la forma de Ceroglossus

chilensis.

e

Ndmero del Landmark

Ubicacion anatémica

1 Pigidio
2 Punto medio del 6to segmento abdominal
3 Punto medio del 5to segmento abdominal
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Punto medio del 4to segmento abdominal

5 Punto medio del 5to segmento abdominal

6 Punto medio de Metatdrax

7 Punto medio inferior de Mesatérax

8 Punto medio superior de Mesatdrax

9 Punto medio del Protdrax

10 Vértice derecho del epimero pronotal

11 Vértice derecho de la carina pronotal

12 Vértice lateral derecho del Metatdrax

13 Vértice lateral derecho del 2do segmento abdominal

14 Vértice lateral derecho del 3er segmento abdominal

15 Vértice lateral derecho del 4to segmento abdominal

16 Vértice lateral derecho del 5to segmento abdominal

17 Vértice lateral derecho del sexto segmento abdominal
18 Vértice lateral izquierdo del 6to segmento abdominal
19 Vértice lateral izquierdo del 5to segmento abdominal
20 Vértice lateral izquierdo del 4to segmento abdominal
21 Vértice lateral izquierdo del 3er segmento abdominal
22 Vértice lateral izquierdo del 2do segmento abdominal
23 Vértice lateral izquierdo de Metatdérax
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24 Episterno izquierdo mesoesternal

25 Vértice izquierdo de la carina pronotal

26 Vértice izquierdo del epimero pronotal

Se identificaron y clasificaron la variacion individual de la forma y su representacion grafica
mediante un Andlisis de Componentes Principales (ACP). Para evaluar si existen diferencias
significativas de poblaciones en diferentes lugares geograficos se realizaron andlisis de
permutaciones aleatorias entre grupos (Collyer & Adams 2018). Se entiende como al tamafio
geomeétrico al tamafio del centroide que son las diferentes distancias que hay al colocar los
landmarks y la forma corporal se entiende al tamafio que corresponde a la escala o magnitud
de los especimenes) para saber si las muestras presentan un cambio morfoldgico
independiente del color que presentan, se realizd una regresion multivariada donde la variable
independiente fue el tamafo del centroide (variable que homologiza el tamafio basado en
landmarks) y la variable dependiente la forma mediante las coordenadas de Procrustes. Los
analisis morfométricos se llevaron cabo en el software Morphol 1.07a (Klingenberg 2011) y

utilizando los paquetes morfométricos geomorph.

El software Morphol 1.07a dice Klingenberg (2011) que es el enfoque mas extendido en
morfometria geométrica es representar cada espécimen mediante las posiciones relativas de
puntos de referencia morfoldgicas que pueden ubicarse con precisién y establecer una
correspondencia uno a uno entre todos los especimenes incluidos en el andlisis, ademas el
programa realiza un seguimiento automatico de propiedades como la simetria y
dimensionalidad de las configuraciones de puntos de referencia y ajusta los analisis segun sea
necesario. El software Morphol) implementa la gama estdndar de técnicas multivariadas que se

utilizan ampliamente en morfometria geométrica.

Dryden & Mardia (1998) definen la forma como toda informacion geométrica sobre una

configuracion de puntos de referencia excepto su tamafio, posicidon y orientacion.
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La forma se extrae mediante un procedimiento llamado superposicién de Procrustes, que
elimina la variacién en tamafio, posicion y orientacion de los datos sobre las coordenadas de los
puntos de referencias, y que es el nucleo de la morfometria geométrica (Goodall, 1991;
Bookstein, 1996; Dryden & Mardia, 1998; Zelditch et al., 2004). Morphol importé datos de

puntos de referencia desde archivos TPS.

En los datos exportados como archivos de texto delimitados por tabulaciones, se importaron
informaciones adicionales en forma de datos categdricos como “clasificadores”, y las variables
continuas se incluyeron como “covariables” y fueron disponibles para visualizar resultados y
fueron disponibles para el andlisis morfométrico, ademas el programa proporciond varios tipos
de resultados graficos, incluidos diagramas de dispersién. Se uso el grafico de dispersion de las

puntuaciones de los componentes principales.
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X. RESULTADOS

a) Componentes Principales
Fig. 7. Grdfica de los primeros dos componentes principales que muestra la variacion de los
organismos utilizados clasificados por color, puntos azules (AZ) = Cc Azul, puntos morados (MO) = Cc
Morado, puntos rojos (RJ) = Cc rojos, puntos calipsos (VA) = Cc Azules con verdes, puntos verdes (VD) =

Cc verdes, puntos anaranjados (VR) = Cc Rojos con verde.
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Fig. 8. Grdfica de los componentes principales 2 y 3 que muestra la variacion de los organismos
utilizados clasificados por color, puntos azules (AZ) = Cc Azul, puntos morados (MO) = Cc Morado,
puntos rojos (RJ) = Cc rojos, puntos calipsos (VA) = Cc Azules con verdes, puntos verdes (VD) = Cc

verdes, puntos anaranjados (VR) = Cc Rojos con verde.
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El andlisis de componentes principales (PCA) es un método estadistico que permite simplificar
la complejidad de espacios muestrales con muchas dimensiones a la vez que conserva su
informacién.

Los ejes verticales y horizontales corresponden a los componentes principales que son las

dimensiones que se comparan entre si (anexo 1).
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Se mostré la alometria de las muestras fotografiadas ventralmente bajo el uso del programa
Morphol (fig. 7 y 8), en la cual se observan comparaciones con los componentes principales PC2
y PC1; y los componentes principales PC2 y PC3.
En la fig. 7 y 8, existe una sobreposicion en las muestras, esto quiere decir que esos colores
poseen una morfologia similar, su forma promedio.
Estos resultados de los andlisis multivariados pueden ser interpretados y visualizados
directamente como deformaciones de la forma de los Ceroglossus, en donde el Andlisis de
Componentes Principales (ACP) se puede apreciar la variacion de los datos, en donde el
componente principal 1 muestra la variacion corporal entre los Ceroglossus de distintos colores
y entre el mismo color, en lo cual resulta con un 59,56%.

b) Alometria
Fig. 9. Grdfica de alometria de los organismos utilizados clasificados por color, puntos azules (AZ) = Cc

Azul, puntos morados (MO) = Cc Morado, puntos rojos (RJ) = Cc rojos, puntos calipsos (VA) = Cc Azules

con verdes, puntos verdes (VD) = Cc verdes, puntos anaranjados (VR) = Cc Rojos con verde.
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La influencia del tamafio sobre aspectos de la forma se puede apreciar en que las mayorias de
las muestras comparten directamente horizontal una linea de forma (regression score), es
decir, que su forma no cambia en las muestras, lo que cambia es el tamafio de su centroide

(tamafio corporal) de las diferentes muestras.
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La representacién de una regresion multivariada (fig. 9) en la forma de los Ceroglossus en
donde la variable dependiente (Regression Scorel) es la forma, la variable independiente es el
tamafio de centro (centroide), en donde se puede apreciar que los valores de la forma
(Regression scorel) comparte directamente horizontal una linea, por lo tanto, la varianza de
forma no es alta, en la cual presenta un 1,71% de alometria.

Las muestras de color azul (AZ) poseen aproximadamente un rango 2400 — 2900 de centroide,
lo que conlleva a no presentar una alta diferencia en su forma, pero si se observa una diferencia
a nivel de su tamafo corporal.

Las muestras de color morado (MO) poseen aproximadamente un rango de 2600 — 2700 de
centroide, esto quiere decir que el tamafo corporal no cambio mucho.

Las muestras de color rojo (RJ) poseen aproximadamente un rango de 1900 — 2800 de
centroide, las muestras de color Rojo, poseen un tamafio corporal variado (pequeias y
grandes), esto podria significar que en las muestras exista una diferencia entre los sexos.

Las muestras de color celestes (VA) poseen aproximadamente un rango 2400 - 2900 de
centroide, su tamano corporal es variable en comparacion con las muestras de color morada,
pero su tamano corporal es similar a las muestras de color azules.

Las muestras de color verde (VD) poseen aproximadamente un rango de 2100 — 2600 de
centroide, es decir, que el tamaio corporal de las muestras de color verde no son tan variadas
en comparacion como las muestras de los otros colores ya descritas anteriormente.

Las muestras de color anaranjado (VR) poseen aproximadamente un rango de 2100 — 3100 de
centroide, esto quiere decir que las muestras anaranjadas poseen una gran variedad de tamafio
en comparacién con las demas muestras.

La alometria corresponde a un 2,89%, lo que quiere decir que la alometria es muy baja para ser

significativa.
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c¢) Comparacién de PCA

Fig. 10. Comparacion de las grdficas de PCA sin influencia con el tamaio (1) y PCA de los residuales de

la regresion multivariada sin alometria (2) de los organismos utilizados clasificados por color, puntos

azules (AZ) = Cc Azul, puntos morados (MO) = Cc Morado, puntos rojos (RJ) = Cc rojos, puntos calipsos

(VA) = Cc Azules con verdes, puntos verdes (VD) = Cc verdes, puntos anaranjados (VR) = Cc Rojos con

verde.
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En la fig. 9 se puede observar que [hs muestras no hay un cambio radical, esto es debido a que 2
hay una sobreposicién de las muestras de los diferentes colores, esto es por algunos efectos
gue son intrinsecos de la forma que separan estos grupos y que directamente no tienen mucho

gue ver con el tamano corporal.

X1. DISCUSION.

Okamoto et al. (2001) describié que, a pesar de un gran polimorfismo cromatico en el género

Ceroglossus, el color es una caracteristica intimamente relacionada con la geografia y no es

representativo de la especie, Esto supone que factores ecoldgicos y/o medioambientales son el

origen que modela esta diversidad cromatica.

Los resultados obtenidos son compatibles con la hipdtesis 1 debido a que la completa

sobreposicidn y nula diferenciacion de la forma corporal en Ceroglossus chilensis apunta a

gue no serian barreras al flujo génico entre las poblaciones de distinto color que son las

responsables de la variaciéon tan categdrica de este rasgo. De haber tenido alguna

influencia las barreras al flujo génico, se habria esperado que otros rasgos también

mostraran algun grado de diferenciacion o divergencia, lo que no se aprecid en nuestros

datos de morfometria.

Los resultados emitidos poseen una posible explicaciéon a una relacién depredador-presa, el

aposematismo es una adaptacién antidepredatoria en la que la convencionalidad de las
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sefiales emitidas favorece la honestidad de las mismas y permite salvaguardar los intereses
de la presa al persuadir al depredador de no comérsela y del depredador al evitar ser
envenenado o herido de gravedad si intentara consumirla (Summers et al., 2015).

Aunque se pueden invocar otras explicaciones para la variacion del color a parte del
aposematismo, incluida la seleccidon sexual o natural para ciertos colores en entornos de
luz similares, la alta variacion de color en areas cercanas geograficamente con tipos de
bosques similares (y, por lo tanto, entornos de luz) siguiere que estos mecanismos son
pocos probables para explicar los patrones de estructuracidon geografica de colores en
Ceroglossus, esto conlleva a poseer un porcentaje de alometria que es bajo debido a que
las muestras son muy pequefas, existe algunas muestras que son gran tamafo en
comparacion con las demdas muestras, pero el valor del porcentaje es menor, debido a que
no supera un 10% de alometria.

El valor de alometria es baja debido a que existen muestras que poseen formas corporales
diferentes y es debido a que los landmarks no fueron exactamente correctamente por la
falta de pronotos y abdomen rotos.

Las posibles hipdtesis sobre la evolucion de este sistema mencionan como potenciales causas
a una presion selectiva individual a través de la seleccién natural (Cott, 1940; Wiklund &
Jarvi, 1982).

Este trabajo no estuvo exento de limitaciones. Una de éstas limitaciones fue que al momento
de realizar el andlisis de los datos fue que incorporar el valor de todos los especimenes, sin
realizar una separacién por sexos (macho y hembra), lo que pudo haber alterado los
resultados debido a que el tamafio difiere entre los machos con las hembras, porque en la
mayoria de los insectos, los machos son de menor tamafio (Arrow, 1951; Otte & Stayman,
1979; Johnson, 1982; Adams & Greenwood, 1983; Forrest, 1987; Wiklund & Forsberg,
1991).

En los resultados se podran utilizar a futuro para verificar morfolégicamente las diferencias en
ambos sexos al utilizar el PCA, ademas complementar adin mas la hipdtesis 1 sobre cémo actua

la seleccidn natural en las distintas poblaciones de Ceroglossus.
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X11. CONCLUSION

Respecto a la forma de los escarabajos, ésta no exhibe diferencias distinguibles entre
poblaciones con distinto color. Por el contrario, la variacion de la forma de las poblaciones se
solapa ampliamente.

Los andlisis de morfometria geométrica (alometria y PCA), al no evidenciar divergencia en los
caracteres morfométricos, apoyan que el mecanismo que explica la diferencia de color es la

seleccidn natural y no la deriva génica.
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XIV. Anexos

Anexo 1. Efecto de la varianza en cada dimension.

53



Principal Component Rnalysis: PCA: CovMatrix, Coleor Ubkicacion, Procrustes coordinates

Eigenvalues % WVariance Cumulative %
1. 0.00083556 40.025 40.025
2. 0.00023758 10.737 50.762
3. 0.00019478 5.803 59.565
4. 0.00013314 §.017 65.583
5. 0.00011214 5.089 70.8651
6. 0.00008588 3.88 T4.333
7. 0.00006592 2.980 77.512
8. 0.00005204 2.352 79.865
9. 0.00004726 2.138 52.001
10. 0.00004250 1.921 §3.921
11. 0.00003701 1.673 55.594
12. 0.00002862 1.25%3 56.388
13. 0.00002&85 1.214 58.101
14. 0.0000227% 1.028 §9.129
15. 0.00002069 0.935 90.064
1&. 0.0000191%5 0.365 90.930
17. 0.00001858 0.340 91.769
g. 0.00001768& 0.7%3 92.568
15. 0.00001420 0.642 93.210
20. 0.00001279 0.578 93.788
21. 0.000011495 0.540 94.328
22. 0.00001122 0.507 94,835
23. 0.00000972 0.439 95.274
24. 0.00000937 0.423 95.698
25. 0.00000868 0.3%2 96.090
26. 0.00000240 0.380 96.470
27. 0.00000736 0.355 96.825
3. 0.00000&654 0.309 97.134
29. 0.00000&75 0.305 97.439
30. 0.00000823 0.281 a47.721
31. 0.00000534 0.241 97.962
32. 0.00000503 0.227 98.189
33. 0.00000462 0.209 98.398
34. 0.0000044¢ 0.z202 98.599
35. 0.00000408 0.124 98.78
36. 0.00000350 0.15%8 98.942
37. 0.00000338 0.153 99.095
8. 0.000002497 0.134 95,229
39. 0.00000288 0.129 99.358
40. 0.00000260 0.117 95.478
41. 0.00000224 0.101 99.577
42. 0.00000210 0.0%5 4%.672
43. 0.00000169 0.07& 99.748
44, 0.00000160 0.073 45.821
45, 0.00000142 0.064 99.885
46. 0.000000%96 0.043 95,928
47. 0.00000089 0.040 99.968

3. 0.00000070 0.032 100.000



