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Resumen

Los peorros son unos coloridos escarabajos terrestres del género Ceroglossus (Solier),
comprenden actualmente 10 especies descritas, asi como con variadas subespecies descritas a
lo largo de mas de un siglo. Debido a la convergencia simpéatrica que presentan, y la influencia
de la localidad en su fenotipo, resulta complejo determinar la posicion filogenética entre
especies dentro de un grupo, su clasificacion a nivel de especie, y la identificacion de especies
de hembras. Actualmente, la clasificacion de especies dentro del género y sus relaciones
filogenéticas dependen de contados estudios filogenéticos, y el historico analisis morfolégico
tradicional. Considerando lo anterior, surge una necesidad de disponer de mas métodos y
caracteres para estudios sistematicos en Ceroglossus. El proposito de este trabajo es evaluar a

la morfometria geométrica como alternativa para lidiar con tal necesidad, utilizdndola para
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comparar a las especies C. buqueti (Laporte, 1834), C. chilensis (Eschscholtz, 1829), C. darwini
(Hope, 1837), y C. magellanicus (Gehin, 1885)

Palabras clave: Coleoptero, Adephaga, Ceroglossus, peorro, morfogeométrico, morfologico,

landmarks, filogenia, Procrustes, Procrustes ANOVA, PCA, VCA.
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Introduccion

El género Ceroglossus (Solier), de nombre comtn “peorro” debido a su capacidad de
expulsar un liquido de olor desagradable por el ano ante amenazas a modo de defensa, es el
Unico género representante de la tribu Ceroglossini de la subfamilia Carabinae (Toussaint et al.,
2021). Son nativos del extremo sur del continente americano, pudiendo encontrarse en bosques
templados, y himedos, normalmente por la noche (Jiroux, 2006). Se diferencian del resto de
géneros de carabidos principalmente por la presencia de los antendmeros (o artejos) Il y 11l
cilindricos (Martinez, 2005) siendo el segundo antendmero fuertemente acortado y el tercero
maés alargado (Jiroux, 2006), como también por presentar variados patrones de coloracion
(Jiroux, 2006). Esta ultima caracteristica presenta un amplio rango de polimorfismo dentro de
cada una de las especies, caracteristica que se encuentra relacionada a factores ecolégicos y/o
ambientales, no siendo representativa para identificar sus diferentes grupos (Lopez-Lopez, et al.
2021).

A diferencia de otros grupos de carabidos como Calosoma (Weber, 1801) o Carabus (Linneaus,
1758), Ceroglossus no presenta demasiadas especies a pesar de que su divergencia evolutiva
fue mas temprana (Toussant et al, 2021). Este género posee actualmente 10 especies descritas:
C. buqueti (Laporte, 1834), C. chilensis (Eschscholtz, 1829), C. suturalis (Fabricius, 1775). C.
morpheus (Rataj, 2011), C. ochsenii (Germain, 1895) C. guerini (Germain, 1895), C. darwini
(Hope, 1837), C. archoides (Rataj & Godeau, 2010), C. speciosus (Gerstaecker, 1858) y C.
magellanicus (Gehin, 1885) (Okamoto et al., 2001; Mufioz-Ramirez, 2015; Lépez-Ldpez et al.,
2021). Con el fin de transparentar el uso de las denominaciones, es necesario mencionar que
partir de la agrupacion basada en caracteres morfoldgicos de Jiroux (1996), asi como los trabajos
filogenéticos de Okamoto et al. (2001), Mufioz-Ramirez (2015) y Lépez-Ldpez et al. (2021), en
este trabajo también se haré uso de la denominacién de los 5 grupos monofiléticos de especies
dentro del género: Grupo C. chilensis, Grupo C. Suturalis, Grupo C. Buqueti, Grupo C. Darwini
y Grupo C. Magellanicus. Si bien esta denominacion no es taxondmica, esta permite brindar

mayor claridad a nivel filogenético, debido a la cercania entre especies dentro de cada grupo.



Planteamiento del problema y justificacion de investigacion

Problematica en la delimitacion de taxas

A partir de la revision de literatura, una problematica emergente en Ceroglossus es la
delimitacion de taxas. En Mufioz-Ramirez (2015), especimenes identificados como C. guerini
y C. ochsenii (Grupo C. Suturalis), no forman grupos monofiléticos reciprocos, planteandose la
posibilidad de que sea una divergencia evolutiva muy temprana, como también de un flujo
genético reciente, y sugiere reevaluar su clasificacion como potenciales especies separadas. En
Lopez-Lopez et al. (2021), los resultados obtenidos en la construccién de arboles filogenéticos
del género (con genes ITS1 y COI mitocondriales) difieren en la delimitacion de taxa con la
utilizacién de caracteres morfologicos, pues posicionan a Ceroglossus morpheus, Ceroglossus
guerini y Ceroglossus ochsenii, como subespecies de Ceroglossus suturalis, asi como a
Ceroglossus archoides y Ceroglossus speciosus, como subespecies de Ceroglossus darwini. El
trabajo de Okamoto et al. (2001) evidencia patrones de coloracion que convergen en simpatria,
ademas, menciona que los representantes del género parecen “evolucionar silenciosamente”, ya
que la gran variedad cromaética del género es diferente a su variedad morfoldgica (la cual es
reducida y dificilmente apreciable). Mufioz-Ramirez et al. (2016), obtiene evidencia adicional
de la convergencia simpatrica en los patrones de coloracion (aunque esta vez bajo la hipotesis
de mimetismo miilleriano), donde los resultados obtenidos indican desviacion de una
distribucion aleatoria.

Tanto en LOpez-L06pez et al. (2021) como en Mufioz-Ramirez et al. (2016), se coincide con la
idea de elegir los caracteres discriminatorios de manera cuidadosa en Ceroglossus, pues la alta

variabilidad fenotipica es mas dependiente de la localidad que del linaje filogenético.



Métodos y caracteres disponibles para la delimitacion e identificacion

taxonomica de especimenes

Los trabajos para la clasificacion e identificacion de individuos del género Ceroglossus utilizan
métodos filogenéticos, ya sea con caracteres morfoldgicos homélogos, como también caracteres
moleculares. La clave entomologica elaborada por Jiroux (2006) utiliza caracteres
morfologicos, tales como la presencia, forma y ubicacion de carenas entre los antenomeros (V,
VI, VII y VIII) de los machos, asi como dimensiones (tamafio, largo, ancho, caracteres
dicotomicos) del abdomen, élitros, torax y patas; esto permitio clasificar a todas las especies y
subespecies del género, y actualmente es la Unica clave de identificacion que existe en este
género. Otra forma de clasificacion e identificacion utiliza el analisis de forma y curvatura del
organo copulador de los machos llamado edeago (Jiroux, 2006). Dentro de las herramientas
moleculares, se pueden construir arboles filogenéticos de genes mitocondriales (como COI e
ITS1), asi como redes de haplotipos basadas en polimorfismos genéticos. Dentro de los estudios
filogenéticos con genes, se encuentran los hechos por Okamoto et al. (2001), Mufioz-Ramirez

(2016) y Lbpez-Lopez et al (2021), donde en este ultimo se realizan redes de haplotipos.

Si bien las clasificaciones y descripciones realizadas por Jiroux (2006) en general son validas,
lo cierto es que la clave entomologica proporcionada en el mismo trabajo no es del todo clara.
Por ejemplo, dentro de esa clave, realiza una descripcion general de la especie Ceroglossus
chilensis, donde le describe primeramente como grande en tamario (de 22 a 30cm), y luego a
partir de adjetivos de forma, pero sin cuantificarlos (Jiroux, 2006, p. 37). Si bien utiliza variados
caracteres, son principalmente las quillas de las antenas los que permiten diferenciar de manera
menos ambigua una especie de otra. Incluso, si llegaran a utilizarse medidas cuantitativas

morfometricas como angulos o lineas, esto tambien limita su estudio.

En el trabajo filogenético de Lopez-Lopez et al. (2021) recomienda que las clasificaciones e
identificaciones de taxa se hagan con la mayor cantidad de caracteres posible. Una forma de
integrar tal afirmacion puede ser integrar el analisis basado en morfologia con el analisis
filogenético. Esto permite validar la necesidad de evaluar el uso de nuevas estrategias que
permitan dar cuenta de caracteres con valor filogenético en las especies del género Ceroglossus,
sin recurrir a estructuras exclusivas de un sexo u otro. En este contexto, el uso de anélisis morfo-

geométrico puede postularse como una posible solucion.



Morfometria geométrica como posible solucion

La morfometria geométrica es una técnica que permite el estudio cuantitativo
multivariado de la forma, al evaluar las propiedades geométricas que resultan tras eliminar el
efecto del tamafio, la traslacién y rotacion de objetos (Benitez & Piischel, 2014). Esta
metodologia se diferencia de la morfometria tradicional al no utilizar medidas lineales basadas
en angulos para el estudio morfoldgico, sino que variaciones locales de hitos punteados en
estructuras de interés (que de aqui en adelante Ilamaremos landmarks) (Benitez & Piischel,
2014). Pueden ser utilizadas en animales para comparar la morfologia en base a figuras
geométricas entre distintas especies, entre sexos u otras unidades taxonomicas operativas,
siempre y cuando se utilicen landmarks en puntos esenciales del animal y éstos se repitan en el
mismo orden en todos los individuos (Zelditch et al, 2004). La idea de la utilizacion de este tipo
de andlisis se valida en su uso dentro de la biologia y otras ciencias, existiendo lineas de
investigacion completas que se especializan en ella para distintos fines; los cuales tienen valor
en el estudio taxondmico, evolutivo, ecolégico, medico e incluso antropolégico (Benitez &
Piischel, 2014).



Pregunta de investigacion y objetivos

A partir de las problemaéticas y necesidades propuestas en la investigacion taxondmicay
evolutiva de Ceroglossus, asi como la posible alternativa del uso de morfometria geométrica,
surge la siguiente pregunta de investigacion:

¢ Qué aspectos del analisis morfo-geométrico pueden evidenciar respecto a las relaciones

filogenéticas y/o permitir la identificacion en especies del género Ceroglossus en Chile?
Objetivo general

Considerando las ventajas metodol6gicas que proporciona el analisis por morfometria
geométrica y la necesidad de disponer de nuevas alternativas para el estudio taxonémico y
evolutivo de Ceroglossus, se propone el siguiente objetivo general:

Evaluar el uso de analisis de morfometria geométrica en la delimitacién filogenética de
las especies Ceroglossus chilensis, Ceroglossus buqueti, Ceroglossus darwini y Ceroglossus

magellanicus

Objetivos especificos.

1. Analizar la forma geométrica de iméagenes en vista ventral de machos y hembras de las
especies estudiadas mediante la determinacién de landmarks ubicados anatomicamente
y la utilizacién de software de andlisis morfo-geométrico.

2. Realizar un andlisis filogenético complementario a partir de la construccién de un arbol
filogenético, con el uso de datos de genes COI para las especies Ceroglossus chilensis,
Ceroglossus buqueti, Ceroglossus darwini y Ceroglossus magellanicus para referenciar
la separacion taxondmica de cada individuo.

3. Comparar y relacionar el analisis filogenético y morfo-geométrico realizado para las
especies Ceroglossus buqueti, Ceroglossus chilensis, Ceroglossus darwini y

Ceroglossus magellanicus, a partir de un anélisis descriptivo de los resultados.



Marco teorico

Orden Coleoptera (Linneaus, 1758)

Los coledpteros (Coleoptera), comiinmente llamados escarabajos, son un orden dentro
del grupo monofilético Insecta, el grupo mas exitoso y con mas especies de todo el phylum
Arthropoda, el grupo mas diversificado del reino Animalia (Rodrigues, Arece, Olivares, &
Roque, 2019). Los insectos poseen 39 ordenes, entre ellos destacan los famosos himendpteros
(Hymenoptera), orden donde se encuentran las hormigas (familia Formicidae), avispas (Familia
Vespidae) y abejas (Familia Apidae). También destaca el orden Blattodea, que incluye a las
cucarachas. Sin embargo, el orden que més destaca entre todos los grupos son los coledpteros,
siendo el linaje mas numeroso, con cerca de 392.415 taxa descritos, un tercio de todas las
especies de Insecta (Zhang, 2013). Debido a sus caracteristicas y diversas modificaciones
fisicas, son de los grupos mas diversos en el reino Animal, habiendo coledpteros practicamente

en todos los rincones del mundo ocupando diferentes ecosistemas.
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Morfologia externa de coledptera.

Los coleopteros (Coleoptera, del griego, koleos y pteron, “alas envainadas”) reciben su
nombre debido a su principal caracteristica, un par de alas meso-toracicas esclerosadas llamadas
¢litros, que sirven como una funda o estuche para sus alas membranosas (Bar, 2010). La mayoria
de los coledpteros tienen una fuerte esclerotizacion corporal con reduccion generalizada de areas
membranosas expuestas. Anatobmicamente, los coledpteros poseen generalmente tres partes (o

tagmas): cabeza, térax y abdomen (Zarazaga, 2015).

Cabeza.

La cabeza en la mayoria de los coledpteros es prognata, es decir, con la estructura bucal
apuntando hacia delante, siguiendo el eje longitudinal del cuerpo (De La Cruz, 2006), aunque
también existen especies de coleoptera con cabeza opistognata e hipognatas/ortognatas (Figura
n°2, B y C) (Zarazaga, 2015). La Figura n°2 C, presenta un modelo de cabeza prognata en
Coleoptera. Generalmente, la cabeza del tipo prognata se le atribuye una alimentacion carnivora
(Moreno & Lépez, 2017).

Segun Bar (2010), la cépsula cefélica puede estar completamente libre (Familia Carabidae),
estar parcialmente cubierta por el protérax (como en las familias Chrysomelidae y Elateridae),

0 estar totalmente cubierta por el protérax (Familia Lampyridae).

Figura n°2: Modelos de cabezas en Hexapoda. A. Cabeza tipo prognata; B. Cabeza del tipo opistognata;

C. Cabeza tipo hipognata/ortognata. Figura obtenida del autor De La Cruz, J. (2006).



Estructura bucal.

La estructura bucal de Coleoptera es de tipo masticador (0 mordedor), tanto en forma
larval como adulta. La estructura basica del tipo masticador esta formada por clipeo-labro, un
par de mandibulas, un par de maxilas con palpo maxilar cada una, labio con un par de palpos
labiales (Figura n°3 A, B y C). Numerosas familias cuentan con diferentes modificaciones de
su estructura bucal (especificamente, la mandibula). Algunos poseen grandes mandibulas
modificadas destinadas a la defensa (Familia Lucanidae) otros poseen mandibulas alargadas
adaptadas para la depredacion (Familia Carabidae), en su mayoria son arqueadas en su borde

interno y poseen bordes filosos o dentados (Bar, 2010).

Figura n°3: Estructura bucal basica de tipo mordedor. A. Par de mandibulas, B. Labio y par de maxilas,
C. Clipeo-labro. Las imagenes corresponden a un insecto del orden Orthoptera; Trimerotropis

atacamensis (Philippi, 1860). Figura de Elaboracion propia.

Antenas.

El par de antenas de los escarabajos poseen un maximo de 11 artejos cada una (Zarazaga,
2015), siendo muy variables en longitud, pudiendo presentar antenas cortas (familia
Hydrophilidae) o largas (familia Cerambycidae). Las formas de las antenas de coledpteros
también pueden ser muy variables (figura n°4), pudiendo ser filiformes, moniliformes,

aserradas, pectinadas, flabeladas, engrosadas o mazudas (Zarazaga, 2015)
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Figura n°4. Variaciones morfolégicas de antenas en coledptera. Figura obtenida de Zarazaga, M.A.,
(2015).

Ojos y ocelos.

Los coledpteros tienen como principal 6rgano fotorreceptor un par de 0jos compuestos
redondos, convexos y ovalados, dispuestos a cada lado de la cabeza (Lozano, 2005), se les suele
llamar “compuestos” al estar formados de numerosos lentes u “ommatidias™, estructuras
formadas principalmente por células fotorreceptoras (Torralba & Perez, 1997). Los 0jos en
coleoptera son de formas y tamafios variados, pueden ser saltones, reducidos (como en algunos
Tenebrionidae), ausentes, prevalentemente en aquellas especies subterraneas, cavernicolas o
ectoparéasitos (Bar, 2010), en forma de rifion (como en Cerambycidae), o estar divididos,
comunmente presente en especies acuéticas (como en Gyrinidae), donde los ojos divididos en
una parte dorsal y otra parte ventral les permiten tener vision tanto a nivel superficial como bajo

el agua.

Otro 6rgano foto-receptor presente en algunos coledpteros son los ocelos, llamados
comunmente “ojos simples” al poseer inicamente una ommatidia o lente (en contraposicion a
los 0jos compuestos formados por numerosas ommatidias). Solo algunos géneros de las familias
Juronidae, Hydraenidae, Staphylinidae, Derodontidae y Dermestidae posee ocelos (Zarazaga,
2015).

Torax.

El térax en coledptera esta divido en protdrax y pterotorax (figura n°1, A), por lo general
puede observarse Unicamente el protorax a simple vista, ya que el pterotdrax (junto al abdomen)

se encuentran frecuentemente cubiertos bajo los élitros (Zarazaga, 2015).



Protorax.

El protérax es la zona del torax mas proxima a la cabeza (figura n°1, A). Esta formada
por una placa dorsal llamada pronoto y una placa ventral llamada prosterno, ambas altamente
esclerotizadas. Las partes laterales del pronoto suelen invadir la region ventral, donde pasa a
llamarse hipémero. El hipémero esta separado del pleuron (placa lateral esclerosada del
protdrax) por la sutura notopleural, a la vez, el pleurdn esta separado del prosterno por la sutura
pleuroesternal (figura n°5) (Solervicens, 2014). En el protorax puede encontrarse el par de patas
delanteras (patas pro-toracicas) unidas al protérax mediante una estructura llamada pro-coxa.
(Zarazaga, 2015)

Pterotorax.

El Pterotérax se encuentra escondido bajo los élitros. Pueden diferenciarse dos zonas:
mesotorax y metatorax (figura n°1, A), también llamados meso-esterndn y meta-esternén desde
una vista ventral, y mesonoto y meta-noto desde una vista dorsal respectivamente (Pefia, 1975).
La zona meso-toracica es donde se encuentran el escudete, los élitros y las alas desde una vista
dorsal y el par de patas medias (patas meso-torécicas) desde una vista ventral, unidas al
pterotérax mediante una estructura llamada meso-coxa. La zona meta-toracica es la mas
proxima al abdomen, y es donde se encuentra el par posterior de patas (patas meta-toracicas),

unidas al pterotérax mediante las meta-coxas (Zarazaga, 2015)
Elitros.

Los élitros se encuentran en la zona meso-toracica del pterotérax (figura n°1, B). Esta
estructura esta altamente esclerosada y cubre las alas membranosas de los escarabajos a modo
de estuche o vaina. Puede poseer distintas formas y tamafios, pudiendo cubrir completamente
las alas, siendo este el caso de la gran mayoria de coledpteros; cubrir parte de ellas, como en la
familia Lymexilidae, donde los élitros son muy cortos y dejan al descubierto unas largas alas
membranosas que cubren el cuerpo (Pefia, 1975); o estar soldados por los bordes internos,

haciendo al insecto incapaz de volar (como en Tenebrionidae) (Bar, 2010).



Patas.

Como todos los insectos, los coledpteros poseen 6 patas compuestas en 5 partes: Coxa,
trocanter, fémur, tibia, tarso (compuesta por al menos 4 tarsitos) y ufia (figura n°1, A). Las
patas se encuentran distribuidas en el térax ventral del insecto, pueden estar adaptadas para
cavar (Scarabaeidae), correr (Carabidae) o incluso nadar (Dytiscidae, Hydrophilidae y
Grynidae) (Bar, 2010).

Abdomen.

El abdomen en escarabajos, al igual que el pterotdrax, se encuentra escondido y
protegido bajo las alas membranosas y los élitros del insecto. El abdomen esta segmentado en
10 tergos, sin embargo, solo son visibles 5 a 7 de los mismos tanto ventral como dorsalmente.
Comuanmente, los tergos 111 a VII u VIl son visibles, el segmento | en coledptera esta ausente
y los segmentos VIII y IX estan invaginados formando terminalia (Zarazaga, 2015). Aquellos
segmentos de la zona ventral del insecto se les conoce como esternitos y estan fuertemente
esclerosados, mientras que los segmentos de la zona dorsal, llamados tergitos son membranosos.
En aquellos coledpteros que no poseen cobertura del abdomen de sus élitros, poseen los tergitos

tan esclerosados cémo los esternitos. (Bar, 2010).

Es en el abdomen donde se encuentran los aparatos genitales masculinos y femeninos,
especificamente en los segmentos invaginados conocidos como terminalia y el segmento X. En
machos, el orificio genital se encuentra entre el IX y X esternito, mientras que en hembras se
encuentra en el esternito IX (Bar, 2010) debido a la invaginacion de los esternitos VIII y IX

puede ser complicado identificar el sexo de una especie.

Cabe mencionar que el abdomen puede poseer 6rganos unicos en determinadas familias
0 géneros. Ejemplos muy conocidos son la aparicion de estructuras defensivas que expulsan un

liquido fétido (Ceroglossus) o la bioluminiscencia, como ocurre en la familia Lampyridae.



Suborden Adephaga.

Coleoptera comprende 4 subordenes: Archoestemata, Myxophaga, Adephaga y
Polyphaga, diferenciandose entre si principalmente debido a caracteristicas morfoldgicas
externas. Se estima que Adephaga comprende mas de 40.000 especies, distribuidas en 11
familias, de las cuales 8 son acuaticas: Dytiscidae, gyrinidae, Noteridae, Haliplidae,
Amphizoidae, Paelobiidae, Aspidytidae y Meruidae (Megna & Sanchez-Fernandez, 2016) y 3
son terrestres: Carabidae, Trachypachidae y Rhysodidae.

Morfologia de Adephaga.

El suborden Adephaga posee pleurdn visible, dividido con pronoto mediante sutura
notopleural y dividida de prosterndn con sutura pleuroesternal (Figura n°5), caracteristica que
comparte con Archostemata, pero diferente de Polyphaga, suborden que posee pleurén
escondido, por lo que parece tener hipomero dividido del prosternon con sutura noto-esternal.

(Solervicens, 2014)
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Figura n°5: Modelo de protorax de Adephaga. Presencia de pleuron delimitado por sutura notopleural

y sutura pleuroesternal. (Solervicens, 2014)

Los animales dentro del suborden Adephaga suelen ser predadores, poseen cabeza
prognata con antenas filiformes de 11 artejos cada una, con 5 tergitos visibles. Una de las
principales caracteristicas de Adephaga respecto del resto de subordenes es la presencia del
esternito abdominal basal (primer esternito visible) dividido en dos partes por las metacoxas

(figura n°6) (Bar, 2010)
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Figura n°6: Modelo ventral de Adephaga, puede apreciarse la division del esternito abdominal dividido.

Familia Carabidae

Carabidae es una familia dentro del suborden Adephaga, comprende unos 1.500 géneros
y poco menos de 40.000 especies alrededor del mundo. En Chile, la familia comprende solo

comprende 95 géneros y 365 especies. (Solervicens, 2014)

Morfologia de Carabidae.

Los insectos miembros de la familia Carabidae, al igual que todos los Adephaga, tienen
el primer esternito basal dividido en 2 por las metacoxas, por lo general poseen 6 esternitos
visibles y tienen sus tergitos protegidos bajo los élitros, los que poseen diferentes setas
(extensiones cuticulares, generalmente en la forma de pelos), las cuales ayudan a definir géneros
y especies (Martinez, 2005). El cuerpo de los cardbidos es de forma variable, oval oblongo o
alargado, moderadamente convexo o mas o menos aplanado, de aproximadamente 1 a 85
milimetros de largo (Solervicens, 2014). Su cabeza es prognata, generalmente de alimentacion
carnivora, por lo cual sus mandibulas son alargadas, su capsula encefélica esta libre, poseen
antenas de 11 artejos maximo. Son principalmente corredores, por lo cual poseen patas largas y
su coloracion es generalmente oscura, habiendo algunos géneros con coloraciones metalicas en

protorax y élitros.

Glandulas en Carabidae.

Muchos coledpteros emiten un olor fuerte ante el peligro, siendo Carabidae de las

familias mas representativas de este método, ya que numerosos carabidos secretan liquidos de



olor desagradable en situaciones de defensa. De acuerdo a Bar (2010), se han identificado en
carabidos numerosos compuestos quimicos tales como salicilaldheido, acido formico y acido
isobutirico. Uno de los géneros mas famosos representativos de estos métodos de defensa en
Chile es Ceroglossus, conocido popularmente como peorro. Xu et al. (2019) han encontrado la
presencia en glandulas pigidiales de un compuesto llamado 3-Metil-1-(metiltio)-2-buteno en las
glandulas pigidiales de Ceroglossus magellanicus y Ceroglossus buqueti; asi como acido

metacrilico y etacrilico en estas dos especies junto con Ceroglossus chilensis.

Género Ceroglossus (Solier, 1848)

Ceroglossus (Solier, 1848) es el unico género representante de la tribu Ceroglossini en
la familia Carabidae (Jiroux, 2006). Habitan el extremo sur del continente americano, pudiendo
encontrarse en bosques templados, himedos, ademas de tener habitos nocturnos (Jiroux, 2006),
aunque también pueden ser encontrados bajo lomas asoleadas y bajo troncos de arboles durante
el dia (Ruiz, 1936).

Las especies de este género tienen la capacidad de desprender un liquido de olor
desagradable como defensa por el ano (Ruiz, 1936), éste liquido proviene de sus glandulas
perianales y se trata de un fluido que contiene compuestos (generalmente de naturaleza acida)
presentes de manera consistente con los carabidos, como el acido metacrilico o el &cido tiglico,
aunque solo en individuos del género Ceroglossus se ha encontrado la presencia de 3-Metil-1-
(metiltio)-2-buteno, un compuesto sulfurado que no ha sido antes encontrado en otros
artropodos (Xu et al, 2019)

Diversidad de especies en Ceroglossus.

Actualmente se reconocen 10 especies validas en Ceroglossus, distribuidas en 4 0 5
clados o grupos filogenéticos propuestos por Jiroux (2006). Los 4 grupos propuestos por Jiroux
(2006), comprenden al grupo chilensis (que incluye a Ceroglossus chilensis), el grupo darwini
(que incluye Ceroglossus darwini, Ceroglossus magellanicus y Ceroglossus speciosus), el

grupo buqueti (que incluye a Ceroglossus buqueti) y el grupo suturalis (que incluye a



Ceroglossus suturalis, Ceroglossus guerini y Ceroglossus ochsenii). Esta propuesta fue
sustentada por el trabajo de Okamoto et al. (2021), bajo evidencias moleculares. Por otro lado,
en Lopez-Lopez et al. (2021) se consideran 5 grupos que engloban a las 10 especies descritas
del género: el grupo buqueti, grupo chilensis, grupo suturalis (que incluye Ceroglossus
suturalis, Ceroglossus morpheus, Ceroglossus ochsenii y Ceroglossus guerini), grupo darwini
(que incluye Ceroglossus darwini, Ceroglossus archoides y Ceroglossus speciosus) y grupo
magellanicus (considerando a Ceroglossus magellanicus) (Lopez-Lopéz, 2021). Cabe destacar
que la adicion de C. morpheus (Rataj, Description de Ceroglossus morpheus n. sp., une nouvelle
espece pour le groupe suturalis Fabricius, 1775 (Coleoptera: Carabidae), 2011) y C. archoides
(Rataj & Godeau, 2010) como especies del género Ceroglossus es posterior al set de especies
analizadas por Jiroux (2006).

Se seqguird la propuesta de Jiroux (2006) de cuatro grupos para Ceroglossus (grupo
chilensis, darwini, buqueti y suturalis), excluyendo a las especies C. morpheus y C. archoides.

El detalle de las caracteristicas de los grupos se discutird mas adelante.

Morfologia de Ceroglossus.

Ceroglossus, al pertenecer a Carabidae y, por consiguiente, a Adephaga, comprende las
caracteristicas morfoldgicas de estos taxones, es decir, cabeza tipo prognata con capsula
encefélica libre y antenas filiformes de 11 artejos, presencia de pleurdn dividido por sutura
notopleural y pleuroesternal, presencia de 6 esternitos protegidos totalmente por sus élitros
(Solervicens, 2014), presencia de esternito basal dividido por metacoxas (Bar, 2010) y patas
largas adaptadas para correr. Ceroglossus posee élitros y pronoto de color metalico y prosternon,
mesoesterndn, metaesternon, esternitos, coxas y patas frecuentemente de color negro.

Las caracteristicas que diferencian al género Ceroglossus de otros géneros de
coledpteros son; 1) poseer los antendmeros (o artejos) 11y 11 cilindricos (figura n°7) (Martinez,
2005), siendo el segundo antenémero fuertemente acortado y el tercero mas alargado (Jiroux,
2006); 1) presencia de carenas antenales en los artejos V, VI, VII y VIII, Gnicamente en los
machos del género, donde la forma y localizacion de las carenas es Unica en cada especie del
género (Jiroux, 2006). I11) Posee en su estructura bucal el labro de color metalico y mandibulas
alargadas provistas de dos dientes lisos o punteadas en el dorso (figura 8) y, por ultimo, V)

Ceroglossus posee los humeros (u hombros) de los élitros inclinados, ademas de tener estos



fundidos por la sutura elitral, por lo cual Ceroglossus es un animal braquiptero, es decir, incapaz
de volar (Martinez, 2005).

figura n°7: Modelo de antena de Ceroglossus, Se usa A como sigla para Antendmero, estan enumerados
desde A. I (primer antenémero) hasta A. XI (Gltimo antendmero). Ceroglossus posee 11 antendmeros,
siendo A. II acortado y A. III alargado, desde A. V hasta A. VIII hay presencia de carenas en machos.

Elaboracion propia

Figura n°8: Modelo de cabeza de Ceroglossus: LB. Labro metalico; CP. Clipeo; MB. Mandibulas lisas;
PL. Palpos labiales; PM. Palpos maxilares; OC. Ojos compuestos; A.l. Primer antendmero; A. II.
Segundo antenémero; A. I11. Tercer Antendmero. Elaboracion propia.




Identificacion de especies.

La identificacion de especies ha sido todo un reto a lo largo de la historia del género
debido a numerosas polémicas y confusiones en torno a la cantidad de especies del taxon. Asi
lo dejaba entrever Flaminio Ruiz (1936), quien realiza una pequefia revision en torno a estudios
recientes para la época que buscaban disminuir la enorme lista de especies del género (Ruiz,
1936), confusion dada debido a la utilizacion del cromatismo de los insectos para identificar
especies. Sin embargo, ya en los afios 30 (Ruiz, 1936) se utilizaba la presencia o ausencia de
carenas antenales entre los artejos V, VI, VII y VIII, una interesante caracteristica morfologica

presente en los machos.

Carenas en antenomeros para la identificacion de especies en Ceroglossus.

La presencia y ubicacion de carenas antenales en el género Ceroglossus es una de las
principales caracteristicas morfologica utilizadas a la hora de identificar grupos de especies,
siendo practicamente la mas utilizada. Segin Jiroux (2006), las carenas antenales son
longitudinales y ligeramente deprimidas, son exclusivas de los machos del género. Cada especie
posee diferente disposicion de carenas en los artejos antenales (Tabla 1), diferenciandose cada
especie en la ubicacion de la carena, el tamafio y la presencia de vestigios de carenas (siendo
una excepcion el caso de C. darwini 'y C. magellanicus, cuyas antenas son idénticas, defiriendo

en tamano corporal generalmente).

Tabla 1: Tabla resumen de ubicacion de carenas en cada especie de Ceroglossus construido a partir de

informacion obtenida desde (Jiroux, 2006)

Presencia-Ausencia-Vestigial de carena por especie.

Antenomero
Grupo Especie
A% VI VI VI
Ceroglossus darwini Ausencia | Ausencia 0 | Ausencia o | Ausencia
vestigial vestigial

| Ceroglossus magellanicus | Ausencia | Ausencia o | Ausencia o | Ausencia
Grupo darwini o o
vestigial vestigial

Ceroglossus speciosus Ausencia | Presencia Presencia Ausencia

(carena fina) | (carena fina)

Ceroglossus suturalis Ausencia | Presencia Presencia Ausencia

Grupo suturalis — : i —
Ceroglossus guerini Vestigial | Presencia Presencia Vestigial




Ceroglossus ochsenii Ausencia | Presencia Presencia Vestigial

Grupo chilensis | Ceroglossus chilensis Ausencia | Presencia Presencia Presencia

Grupo buqueti | Ceroglossus buqueti Presencia | Presencia Presencia Ausencia

Diferenciacion morfologica para identificacion de especies en Ceroglossus.

La forma del edeago (aparato copulador masculino, Jiroux, 2006), la forma de los élitros
y la forma de epipleuras en hembras, son estructuras morfoldgicas que tienen uso para la
identificacion de especies, estructuras que de todos modos estan sujetas a interpretacion. Un
ejemplo de esto ocurre con el edeago, cuya curvatura y forma difiere entre especies. Sin
embargo, dicha curvatura y diferencia morfoldgica es dificilmente perceptible y no siempre es
posible reconocer claramente la forma del carécter, generando situaciones donde 2 diferentes
investigadores lleguen a conclusiones distintas en identificar un individuo usando el mismo

edeago.

El tamafio del insecto y la coloracion de patas, antenas y palpos también puede utilizarse
para identificar especies, siempre y cuando sea complementario a otras técnicas de
identificacion. Por un lado, el tamafio de las especies de ceroglossus es variable, entre 17mm a
30mm (Jiroux, 2006), habiendo especies pequenas (Ceroglossus darwini, con un tamafio entre
17-25mm) y otras muy grandes (Ceroglossus chilensis, con un tamafio entre 22-30mm), sin
embargo, estas diferencias de tamafio no son siempre reconocibles al haber muchas especies con
tamafios similares o idénticas. Por otro lado, las partas, antenas y palpos de las especies de
Ceroglossus son generalmente de color negro, habiendo unicamente una excepcion;
Ceroglossus suturalis, cuyas patas, primeros cuatro antenomeros y palpos son de color marréon
rojizo. Ceroglossus magellanicus también posee una peculiaridad cromatica, su primer
antenomero puede estar tefiido de un fuerte azul turquesa, aunque es variable y no siempre es

posible reconocer el caracter en todos los individuos (Jiroux, 2006).

Observaciones etologicas.

Jiroux (2006), producto de sus observaciones, indica que aspectos conductuales
potencialmente relevantes para la identificacion en terreno. El autor sugiere que cada grupo de
especies (el grupo chilensis, el grupo darwini, grupo buqueti, y el grupo suturalis) posee una
forma en particular de moverse y huir (Tabla 2), la cual podria ser utilizada para identificar

individuos de C. chilensis y C. buqueti en situaciones determinadas (Jiroux, 2006).

Tabla 2: Forma de moverse y huir para cada grupo de Ceroglossus, segun Jiroux (2006)



Grupo Conducta

Ceroglossus chilensis Recorrido largo con paradas de unos segundos, método

de huida veloz casi sin interrupciones

Grupo darwini (C. darwini, C. | Paso nervioso y espasmodico, recorrido con sacudidas

magellanicus, C. speciosus) cortas, paradas furtivas con cambios de direccion
sorpresivos
Ceroglossus buqueti Recorrido recto de forma frenética intercalando con

breves paradas con cambios de direccion

Grupo suturalis (C. suturalis, C. guerini, | Recorrido similar a grupo darwini, pero mas brusco,

C. ochsenii) carreras muy cortas y paradas muy breves, cambios de

direccion muy bruscos e imposibles de predecir.

Habitat, diversidad y ecologia de Ceroglossus en Chile.

Habitat y diversidad

La distribucion del género Ceroglossus parece seguir la del género Nothofagus (Blume,
1850), presente en zonas templadas que se extienden desde la Region Metropolitana hasta Tierra
del Fuego (Jiroux, 2006). Generalmente, la distribucion del género se ha visto concentrada en
el sur de Chile, especificamente en las regiones de Araucania, Los Rios, Los Lagos y Aysén
(Figura n°9), donde el grupo suturalis (C. suturalis, C. guerini, C. ochsenii) se ha encontrado
hasta la Region de Magallanes, el grupo chilensis hasta la Region de O’Higgins, y el grupo
darwini (C. darwini, C. magellanicus, C. speciosus) los tinicos en encontrarse en la Region
Metropolitana, especificamente en la reserva altos de Cantillana (Jiroux, 2006).

Un estudio de diversidad de coledpteros muestra a Ceroglossus como uno de los géneros
maés abundantes encontrados en las cuencas de los rios Pascua y Bravo en la Region de Aysén,
especialmente Ceroglossus suturalis, Ceroglossus buqueti y Ceroglossus chilensis (Jerez,
2023). En un estudio realizado por Henriquez et al. (2009), evidencia la mayor abundancia y
tamario de Ceroglossus chilensis en fragmentos de bosques, lo que permite considerar a esos
fragmentos como alternativas para su conservacion. Por otro lado, Cerda et al. (2015) muestran
que plantaciones de Pinus radiata, con una cubierta de sotobosque alto, permite una mayor

supervivencia y desplazamiento de Ceroglossus entre parches de bosque nativo.
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Figura n°9: Distribucion conocida del género Ceroglossus en Chile: Aquellas regiones pintadas de rojo
son las que cuentan con presencia de representantes del género  Ceroglossus.

El mapa se construy¢ a partir de los datos entregados por Jiroux (2006)

Relacion entre fenotipo-ambiente

La idea de que dentro del género Ceroglossus, exista una gran variedad de fenotipos que
no necesariamente reflejan su diversidad taxondémica, ha sido discutida en Mufioz-Ramirez
(2015), Lopez-Lopez (2021), Okamoto, et al. (2001) y en Jiroux (2006).



Las distintas especies del género Ceroglossus son similares en la coloracion de los élitros
encontrandose en simpatria (Okamoto et al., 2001). Tal convergencia de fenotipos dentro de
Ceroglossus, presenta evidencia adicional, generando la hipdtesis de mimetismo midilleriano,
(Mufioz-Ramirez et al., 2016). Por un lado, considerando las coloraciones conspicuas de los
élitros, junto con la capacidad de liberar compuestos &cidos ante una amenaza (Xu et al., 2021),
Ceroglossus podria coincidir con la definicidn clasica de este tipo de mimetismo propuesta por
Muiiller (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 (Jamie, 2017). Por otro lado, las diferencias en coloracion son
significativamente menores dentro de un mismo sitio que entre sitios, a pesar de tratarse de
especies distintas y de tratarse de un rasgo que no depende de la filogenia, y desviandose de lo
esperado por pruebas de aleatoriedad (Mufioz-Ramirez et al., 2016). ES necesario mencionar
que, a pesar de la evidencia preliminar anterior, hace falta mayor evidencia no sélo de sus
patrones de coloracién, sino también de sus potenciales depredadores y los efectos de las
defensas de Ceroglossus en ellos (Mufioz-Ramirez et al., 2016).

Adicionalmente, un estudio reciente en Ceroglossus chilensis, estudia la variacion de tamafos
con relacion a la latitud donde se encuentren sus individuos (ya sea machos o hembras). En este
caso, la variacion de centroide es mas variable en la zona Norte del pais, principalmente en
machos (Benitez et al., 2024).

La informacién de estas investigaciones resulta importante para conocer de mejor manera al
género porque permiten entender que, caracteristicas como el color elitral o el tamafio son
dificilmente admisibles como caracteres para su identificacion y/o clasificacion, especialmente

la primera (la cual puede ser la misma entre grupos).



Historia evolutiva del género Ceroglossus

Segln Toussaint et al. (2021), la historia evolutiva del género Ceroglossus comienza con
la separacion de la tribu Carabini de los clados Ceroglossini + Pamborini hace aproximadamente
100 millones de afios (M.A.), la tribu Ceroglossini (donde Ceroglossus es el Gnico genero) se
separé de Pamborini hace aproximadamente 80 M.A. (figura n°12), y el género Ceroglossus
surgio a finales del eoceno y el oligoceno hace aproximadamente 30 M.A. (Toussant, 2021).
Por otro lado, Lopez-Lopez et al. (2021), utilizando la subunidad 5 de la regién mitocondrial
NADH deshidrogenasa (nad5) trabajando especificamente con escarabajos del género
Ceroglossus (en contraposicion a Toussaint et al (2021), el cual utiliza numerosos escarabajos
de la familia Carabidae) postula que el origen del género Ceroglossus fue hace 12.45 M.A.,
durante el mioceno con la aparicién de los principales clados durante y después del Gltimo gran
levantamiento andino (Figura n°10).
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Figura n°10: Cronograma de los tiempos de divergencia de Carabinae: A. Corona de divergencia entre
Carabini y Ceroglossini + Pamborini; B. Corona de divergencia entre Ceroglossini y Pamborini; C.

Corona de divergencia para genero Ceroglossus. Extraida de Toussaint et al (2021)

Origen de los primeros clados de Ceroglossus.

Estudios filogenéticos y morfoldgicos parecen indicar que los grupos de Ceroglossus
(buqueti, suturalis, darwini y chilensis) no divergieron al mismo tiempo. La evidencia muestra
que suturalis divergio primero, adaptandose a biotopos mas frios y muy hiumedos, seguido por
el grupo buqueti (Jiroux, 2006). Estas primeras divergencias pudieron tener lugar durante el
oligoceno, donde se encontraron los primeros indicios de climas templados, que presentan mas
contrastes entre estaciones que conducen a la multiplicacion de nichos ecolégicos vy, por tanto,
mas favorables a la radiacién evolutiva (Jiroux, 2006).

En este sentido, los resultados del trabajo de Ldpez-Lopez et al. (2021) parecen
confirmar lo expuesto por Jiroux, ya que indican que la fluctuacion del avance y retiro de capas
de hielo en las glaciaciones del pleistoceno pudieron ser el promotor principal de la generacion
de los linajes de Ceroglossus junto a sus principales especies, donde el clado de C. suturalis
parece ser el primero en divergir del resto de las especies, hace aproximadamente 12 + 10 mya.
Los clados formados por C. darwini + C. magellanicus y C. buqueti + C. chilensis se separaron
hace aproximadamente 10 £ 5 mya. El clado de C. darwini y C. magellanicus se separ0 hace
app. 5 = 2 mya, en el limite de inicio del plioceno. Finalmente, los clados de C. buqueti y C.

chilensis se separaron app. hace 7 £ 2 mya (Figura 13).
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Figura n°11: Cronograma de Ceroglossus para el fragmento nad5 (utilizado para realizar la filogenia):

Se puede observar el orden de divergencia para cada clado de Ceroglossus ademas del origen del género
en el mioceno con la divergencia de Ceroglossus suturalis. Figura obtenida de Lopez-Lopéz, A. et al.,
(2021).

Mutaciones cromosomicas en Ceroglossus.

Es posible que parte de la especiacion de Ceroglossus pueda ser explicada por el
reordenamiento cromosomico (Acosta, 2017). En el reordenamiento cromosomico se cambia la
posicién de los genes (figura n°14), generando nuevos grupos de ligamiento que pueden
conducir a diferenciacion génica (Acosta, 2017). Estas diferencias pudieron ser importantes
para la evolucion del género, pues se estima que aporta aislamiento reproductivo o restriccion

de la reproductividad, promoviendo la especiacion.
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Figura n°12. Lopez-Lopez, A., et al. (2012). Hipotesis de generacion de un cromosoma trivalente en el
escarabajo Pseudotetracha blackburni: A. Autosomas (A) y cromosomas sexuales (xy); B.
Reordenamiento cromosémico entre autosomas y cromosomas sexuales; C. Union de los cromosomas

formando un trivalente, d) Imagen del cromosoma trivalente.

De acuerdo con Acosta (2017), solo existe un estudio cromosémico en Ceroglossus, el
cual explica la existencia de tres formas cromosémicas para la especie Ceroglossus chilensis
denominadas formas A, B y C (figura n°15). Sin embargo, en base a investigaciones posteriores
el estudio incurrio en un error al determinar la especie en el estudio, pues cada supuesta forma
cromosomica de C. chilensis en realidad eran especies distintas, donde la forma A era en

realidad C. magellanicus, la forma B es C. buqueti y la forma C es C. chilensis (Acosta, 2017).
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Figura n°13: cariotipo de tres especies del género Ceroglossus: A: C. magellanicus, B: C. buqueti, C:
C. chilensis. Figura obtenida de Acosta, V. (2017)



Morfometria geométrica

Se trata del estudio de la variacion de la forma del organismo, al remover los efectos de
la escala, rotacion y traslacion de un objeto (Benitez & Puschel, 2014). Utiliza como métodos
el dlgebra matricial, la estadistica inferencial multivariable y el uso de software especializado
(Benitez & Puschel, 2014). El enfoque mas extendido en la morfometria geométrica busca
comparar la variacion de cada espécimen a partir de las posiciones relativas de hitos

denominados landmarks (Zelditch et al., 2004).

Las herramientas proporcionadas por software de digitalizacion de landmarks en puntos
con coordenadas situadas en el eje cartesiano, el analisis multivariado, andlisis de Procrustes y
andlisis estadistico permiten generar cuantificaciones interpretables como la variacion de la
forma en un organismo; ademas de su visualizacion en un plano de componentes principales
(Benitez & Plschel, 2014). Esto es solo posible mediante la expresion en segunda dimension de

resultados de variadas dimensiones (Benitez & Plschel, 2014).

Si bien existe limitacién a nivel estadistico, dada la reduccion de grados de libertad, los
resultados de analisis morfo-geométricos rigurosos tienen valor explicativo en un sentido
bioldgico, dada la capacidad de cuantificacion y visualizacion de la variacion de la forma
(Benitez & Pischel, 2014). Dentro de la biologia, se pueden clasificar fendmenos abarcables
por estudio morfo-geométrico, tales como como la de estabilidad de desarrollo, integracion
morfoldgica, modularidad, dimorfismo sexual y evolucion de la forma (Benitez & Piischel,
2014).

Forma y tamafo

El concepto de forma en morfometria geométrica se define como toda la informacion geométrica

que se mantiene cuando los efectos de la posicion, escala y rotacion son removidos de un objeto

(Zelditch et al., 2004).

El concepto de tamafio es también central dentro de la morfometria geométrica, pues, la
informacidn escalar es rescatable a partir de la convergencia central de los landmarks en el
centroide del objeto, siendo la distancia de los landmarks y el centroide una forma de cuantificar

el tamafio sin generar variaciones en la forma (Klingenberg C. , 2015).



Coordenadas de forma y espacio de variacion
Si se eliminan los efectos de traslacion, rotacién y escala, es posible definir uno o mas landmarks que

varien sin alterar la forma, obteniendo las coordenadas de Bookstein (Zelditch et al., 2004). Para

calcular las coordenadas de Bookstein, se utilizan puntos en un plano cartesiano comunes para cada

espécimen y que no tengan variacion, y utilizando la siguiente formula (Zelditch et al., 2004):

(Bx - Ax)(cx - AX) + (By - Ay)(cy - Ay)
(Bx - AX)Z + (By - Ay)z

SCk =

(Bx - Ax)(cy - Ay) - (By _ Ay)(cx - AX)
(BX - AX)Z + (By _ Ay)z

SCy =

Donde A y B son coordenadas en los ejes X € y que no varian y que no son utilizados para el
calculo de la variacion, mientras que, SCyy SCy son puntos de los ejes x e y a los que pertenece
el landmark en el sistema de coordenadas de forma y que si esté sujeto a variacion (Zelditch et

al., 2004).

Posicionamiento de Landmarks

Para el analisis morfo-geométrico utilizado en biologia, los landmarks pueden
considerarse loci anatomicos discretos que pueden ser reconocidos como el mismo loci para
cada uno de los especimenes del estudio a realizar (Zelditch et al., 2004). Es importante que
estos landmarks sean posicionados como variables con un significado bioldgico relevante,

debiéndose considerar la biomecénica, procesos de desarrollo, sistematica y procesos evolutivos

(Zelditch et al., 2004).

Los criterios para seleccionar landmarks de manera idonea deben ser:
Puestos en loci homologos

No alteren las posiciones topoldgicas relativas a otros landmark

Que cubran adecuadamente la morfologia

Que puedan ser encontrados de manera replicable y confiable

A S

Que se ubiquen en el mismo plano.



Obtencion de variables de forma

Analisis de Procrustes
El Analisis Generalizado de minimos cuadrados de Procrustes es probablemente el método de
superposicion mas importante, tomando los datos en bruto y modificandolos para su analisis
(Zelditch et al., 2004). Procrustes se basa principalmente en “solapar” todo el conjunto de
landmarks para visualizar la variacion de estos en un grafico, pudiendo realizarse en base a la
primera especie, a un landmark elegido por el usuario o en base a ejes principales. La variacion
de forma entre los distintos individuos se calcula a partir de diferencias en la posicion sus
landmark al encontrarse todos superpuestos en la misma posicion, rotacion y escala (Zelditch et
al., 2004). Al superponer a los individuos, se representa la variacion relativa de tales landmarks
a partir de vectores que se extienden o reducen segun la variacion de los landmarks, los cuales

se encuentran en ejes perpendiculares a los puntos (Figura) (Zelditch et al., 2004).
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Figura n°14. Los pasos para la superposicion de Procrustes, eliminando los efectos de traslacion,

rotacion, y escala. Figura adaptada de Mitteroecker, P. & Gunz, P. (2009).



Matriz de covarianza

Analisis estadistico

Analisis de Componentes Principales (PCA)

Figura n°15. Cambios en la disposicion de las variables un grafico de componentes principales (PCA),
respecto a las variables originales (Y2, Y1). A. Disposicion puntajes de componentes principales en
relacion con las variables originales. B. Rotacion de componentes principales en la misma orientacion
de las variables originales. Figura adaptada de Aguirre, W. & Jiménez-Prado, P. (2018)

Se trata de un analisis estadistico exploratorio que permite analizar graficamente un conjunto
de datos multivariables, no siendo exclusivo para la morfometria geométrica (Aguirre &
Jiménez-Prado, 2018). Los patrones covarianza de los datos se dividen en nuevas variables
llamadas componentes principales, las cuales descienden en variacion segtn el orden (siendo
el componente principal n°1, o PC1, el de mayor variacion) (Aguirre & Jiménez-Prado, 2018).
La Figura n°15 muestra la orientacién que toman los puntos en los componentes principales a
partir de la rotacion de un plano de dos dimensiones (X, y).

Procrustes ANOVA

El andlisis funciona en base al rechazo o aceptacion de hipotesis nula respecto a la
variacion geométrica de cada landmark en la muestra y respecto al tamafio del centroide, siendo
la hipdtesis nula la no existencia de variacion en la muestra y la hipotesis alternativa la existencia
de variacion geométrica en las muestras (Zelditch et al., 2004). El rechazar o aceptar la hipotesis
nula es el eje central del analisis y se cuantifica mediante el valor de P entregado por ANOVA,
donde valores superiores a 0.05 implica rechazar la hipotesis nula y valores inferiores a 0.05

indica aceptar la hipotesis luna en favor de la variacion de las muestras.



Andlisis de variables candnicas

Se basa en la medicion de distancias lineales entre puntos, pero al no pertenecer al mismo
espacio de forma, en general no permite realizar explicaciones sobre la forma. Su utilizacion
esta mas enfocada a la separacion de grupos por medio de una maximizacion de las distancias,
pero el grafico de variables candnicas (CVA) no es el mismo que el de las coordenadas de

Procrustes (Zelditch et al., 2004).

Interfaz grafica

Grillas de deformacion
La variacion relativa en la forma es extrapolable a la deformacion de una placa delgada
de metal, siendo los componentes principales anadlogos a un golpe de fuerza variable y la

deformacion de la placa los resultados del analisis (Figura n°16) (Zelditch et al., 2004).

Grdfico de componentes principales y elipses

Permite representar la informacién multivariada de forma resumida en un plano ortogonal,
donde cada componente principal es una variable que contiene una parte de la variacion total,
en una posicion rotada de 90° (Zelditch et al., 2004). En Morphol, se utilizan las elipses para
encerrar un porcentaje de la distribucion de los datos, como también englobar medias con un
porcentaje de confianza (Klingenberg, 2011).

Investigaciones con morfometria geométrica en el género Ceroglossus

Actualmente, no existen trabajos publicados que utilicen la morfometria geométrica para
realizar clasificacion ni identificacion de especies de Ceroglossus, pero si su utilizacion para
estudiar asimetria (como la asimetria fluctuante, por ejemplo) y dimorfismo sexual, asi como la
relacion de tamafio de centroide con otras variables. Ejemplos de trabajos de morfometria

geométrica en Ceroglossus son los siguientes:

En el trabajo de Hugo A. Benitez, Raul Briones y Viviane Jerez (2011), se compard
individuos de Ceroglossus chilensis para evaluar la diferenciacion morfologica y dimorfismo
sexual entre poblaciones de distintas areas geograficas mostrando diferencias significativas para
una vista lateral entre sexos. (Lambda de Wilks = 0,714; con un valor P < 0.001) para los
landmarks 4, 5 y 7; lo que se relaciona con un pro-episterno mas ancho en machos y esternitos
abdominales mas anchos en hembras. Otro analisis de morfometria geométrica fue realizado por

Bravi y Benitez (2013), analizaron la asimetria direccional, fluctuante y de forma en bosques y



bosques secundarios de Ceroglossus chilensis; encontrando diferencias significativas entre
poblaciones, asi como presencia de dimorfismo sexual en la forma. En Benitez et al. (2013) se
analiza el tamafio medio del centroide en relacion con la proporcion de sexos en ocho especies
de Ceroglossus (C. buqueti, C. chilensis, C. guerini, C. ochsenii, C. magellanicus, C. suturalis,
C. darwini, C. speciosus), encontrando una relacion directamente proporcional entre ambas

variables.

Conceptos filogenéticos

Sistematica y filogenética
La sistematica es la ciencia que estudia la diversidad de los seres vivos y sus relaciones, y se
dedica a identificar, clasificar y nombrar especies y taxones de jerarquia supraespecifica
(Morrone, 2013). La sistematica se clasifica dentro de la biologia evolutiva, al enfocar sus
estudios en las causas ultimas, responsables de la evolucion de los programas genéticos
(Morrone, 2013), siendo la disciplina biolégica mas elemental e inclusiva, al permitir desde la
sistematizacion, que los organismos puedan ser tratados cientificamente; y al reunir y sintetizar
todo lo que se conoce de los seres vivos: morfologia, fisiologia, ecologia, biogeografia, etologia,

biologia molecular, etc.

La sistematica filogenética se preocupa de las relaciones evolutivas entre organismos, especies
y otros taxa, principalmente de grupos monofiléticos (que derivan de un tinico ancestro comun)
que existen en la naturaleza Wiley & Lieberman (2011). Dentro de la sistematica filogenética,
se consideran Unicamente las relaciones cladisticas mencionadas anteriormente, formulando
hipdtesis a partir de sinapomorfias o caracteres derivados compartidos (Morrone, 2013). En la
sistematica evolutiva, se consideran también las relaciones fenéticas, donde las agrupaciones de
taxones se pueden establecer a partir de similitud global y se utilizan todos los caracteres
disponibles (Morrone, 2013). Otras relaciones utilizadas dentro de la sistematica (de manera
auxiliar a las demas), son las relaciones cronisticas basadas en escalas de tiempo, y las relaciones

geograficas basadas en el espacio ocupado por los taxones a estudiar. (Morrone, 2013).

Actualmente, el enfoque filogenético es el que predomina en la sistemdtica, ya sea mediante
métodos de cladistica numérica basados en el principio de parsimonia, como también métodos

probabilisticos (Morrone, 2013).



Clasificacion e identificacion taxonomicas
La taxonomia, como parte de la sistematica filogenética, permite la clasificacion es el
ordenamiento de organismos en grupos o taxones, sobre la base de sus relaciones. La
taxonomia es la disciplina biologica referida al estudio tedrico y practico de la clasificacion de
los organismos, incluyendo sus bases, principios, procedimientos y reglas (Morrone, 2013).
Dentro de la taxonomia se estudia la clasificacion a partir categorias jerarquicas o niveles, los
cuales son: Reino, Phylum, Subphylum, Superclase, Clase, Subclase, Infraclase, Cohorte,
Superorden, Orden, Suborden, Infraorden, Superfamilia, Familia, Subfamilia, Supertribu,

Tribu, Subtribu, Género, Subgénero, Especie y Subespecie (Morrone, 2013).

Caracteres en sistematica filogenética

Un carécter es una propiedad de un organismo que evoluciona de manera cuas-independiente,
de tal manera que su modificacion en la descendencia pueda aparecer como una novedad

evolutiva sin necesidad de cambiar otro caracter (Wiley & Lieberman, 2011).

Los caracteres de interés en sistematica son los que presentan homologia, es decir,
correspondencia entre si, sin importar su forma o funcion (Morrone, 2013). En filogenética,
una homologia verdadera son sinapomorfias en algin nivel dentro del arbol de la vida (Wiley
& Lieberman, 2011). Dentro de un mismo individuo, puede existir homologia iterativa, donde
hay correspondencia de diferentes estructuras que pueden repetirse (como el pelo, plumas o
escamas) o diferenciarse en serie (como vértebras, dentadura, dedos o antenomeros) (Morrone,

2013).

Existen variados tipos de caracteres que, si existe certeza de su homologia, pueden formar
parte de estudios sistematicos filogenéticos. Ejemplos de caracteres son los morfoldgicos
(siendo comun la morfologia externa, pero existen otras formas), fisiolégicos y quimicos
(como el andlisis de metabolitos en plantas), moleculares (En especial ADN, ARN y
proteinas), etoldgicos (de comportamiento, unico para especimenes vivos, como la
locomocion o el cortejo), ecologicos (a partir del estudio del nicho e interacciones
interespecificas), biogeograficos (permite estudiar hipotesis de especiacion) y estratigraficos

(especialmente para taxones fosiles) (Morrone, 2013).



Diagramas de arbol en sistematica

También conocidos como dendrogramas, representan las relaciones entre los taxones
analizados (Morrone, 2013). Dependiendo de las relaciones empleadas para construirlos y sus
interpretaciones, se pueden diferenciar los filogramas, cladogramas, fenogramas y
cronogramas (Morrone, 2013). Los filogramas representan la cantidad relativa de cambio o
anagénesis, los cladogramas los caracteres derivados compartidos, los fenogramas la similitud,
y los cronogramas anaden una escala temporal (Morrone, 2013).

Cladogramas o drboles filogenéticos

Un cladograma es a lo que méas se tienden a referir cuando se habla de un arbol
filogenético, y este representa principalmente la ancestria comun, a diferencia de los filogramas,
no consideran cambios relativos en ramas especificas; se puede considerar a los cladogramas
como un conjunto de filogramas (Morrone, 2013). Un cladograma se compone de una raiz,
nodos internos, ramas internas, ramas y taxones terminales (también llamadas unidades

taxonomicas operativas/OTUs) (Morrone, 2013).

Arboles filogenéticos construidos a partir de caracteres moleculares

La sistematica molecular actualmente se utiliza de manera predominante, en comparacion con
otros caracteres, y considera principalmente el ADN, ARN y proteinas (Morrone, 2013).

Métodos para la construccion de arboles filogenéticos moleculares.

Existen tres principales métodos comunmente utilizados para el estudio filogenético
molecular: Maxima Parsimonia, Maxima Verosimilitud y el analisis por Inferencia Bayesiana;
en el que los dos Ultimos son parametricos, es decir, utilizan métodos estadisticos basados en
modelos probabilisticos de evolucion molecular (Mata Lopez et al, 2017).

mdaxima Parsimonia.

El analisis por Méxima Parsimonia est& construido a partir de la proposicion de que “el
mejor arbol” es el que describe la evolucion de cualquier grupo particular de caracteres
utilizando el menor nimero de cambios evolutivos para los caracteres analizados (Wiley &
Lieberman, 2011). Bajo este método, todos los caracteres heredables pueden ser homologias
potenciales, y se da la misma importancia a la informacién que arroja al inferir los arboles

filogenéticos, sin identificar homoplasias (Mata Lépez et al., 2017).
técnicas paramétricas.

Existen dos ventajas potenciales de usar modelos explicitos en un marco basado en

verosimilitud, la primera es la capacidad estadistica de evaluar correctamente hipétesis nulas, y
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la segunda es la consistencia estadistica que se obtiene cuando el anélisis converge a la solucion
correcta mientras mas datos del mismo tipo sean aplicados al mismo problema (Wiley &
Lieberman, 2011).

Al inferir filogenia, ademas de obtener informacién sobre relaciones entre especies,
también se obtiene informacion sobre la cantidad de cambios acumulados en la divergencia de
los linajes estudiados (Mata Ldopez et al., 2017). Cuando no es posible calcular la cantidad de
cambios acumulada debido al tiempo que ha pasado, ésta debe ser inferida a partir de métodos
estadisticos los cuales describen fendmenos estocasticos (aunque esto no vuelve a la evolucion

un proceso estocastico) (Mata Lopez et al., 2017).

modelos de cambio evolutivo.

Los modelos de cambio evolutivo consideran las tasas de mutacion, y va a depender del
modelo el cdmo ésta se representa. Las mutaciones generan nuevos alelos a partir de errores
antes o durante la replicaciéon del ADN, alterando o modificando la funcién de proteinas; ya sea
a partir de una desaminacion de una base (como la citosina) al agregarse un grupo metilo (CH3)
y reaccionar con agua, o el mal alineamiento de las hebras donde se agrega una base por error,
lo que da origen a inserciones o deleciones de genes (Freeman & Herron, 2015). Dependiendo
de si los genes alterados evadieron o no los mecanismos de reparacion genética, éstos pueden o
no tener efecto, tener un efecto sutil o un gran efecto en la traduccién; dependiendo de qué base
es sustituida, por cudl base, en qué posicién, y en qué codon (Freeman & Herron, 2015). Si se
sustituye una base purica por otra purica, o una pirimidica por otra pirimidica, se trata de una
transicion, si se sustituye una base purica por una pirimidica (o viceversa), se trata de una

transversion (Figura n°22).
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Figura n°16. Existen cuatro bases que pueden ser reemplazadas en el ADN: A. Cuatro nucle6tidos con
sus bases purinas (adenina y guanina) y pirimidinas (citosina y timina); B. En una transicion (flechas
color negro) se puede reemplazar una purina por otra purina, y/o una pirimidina por otra pirimidina,
mientras que en una transversion (flechas color gris) se puede reemplazar una pirimidina por una purina

y/o viceversa. Figura obtenida de Freeman, S., & Herron, J. C. (2015).

Los modelos de sustitucién permiten modelar la evolucion molecular, considerando los
cambios entre secuencias de genes y/o aminoacidos (Lio & Goldman, 1998). Los modelos de
sustitucion de nucledtidos son variados, diferenciandose en complejidad y la cantidad de
parametros a considerar.

El modelo de Jukes-Cantor es el mas simple, pues tiene un parametro considera los
cambios entre nucleotidos igualmente probables (Mata Lépez et al., 2017); en este modelo, las
tasas de transversion y transicion son de 0.25 (Lio & Goldman, 1998). Se trata de un modelo
sencillo y relativamente facil de aplicar, pero resulta poco realista (Mata Lopez et al., 2017),
pues las tasas de mutacidn pueden variar entre genomas y dentro de éstos, siendo afectadas por
varios factores como la posicion de cromosomas (Lio & Goldman, 1998).

Existen modelos de mayor cantidad de parametros y que asumen que los cambios de
nucle6tidos pueden tener frecuencias distintas (Mata Lopez et al., 2017). El modelo de Kimura

de 2 parametros K 80, considera las diferencias entre las tasas de transicion y transversion (Lio



& Goldman, 1998), y éste puede ser méas realista si se consideran las proporciones de las bases
(HKY 80) (Mata Lépez et al., 2017). Uno de los modelos mas utilizados actualmente es GTR
(General Time Reversible model), el cual consiste de 6 pardmetros que consideran no sélo
diferencias en las tasas de transicion y transversion, sino que también considera reversiones en
los cambios de nucle6tidos y diferencias para cada uno de ellos (Mata L6pez et al., 2017). La

Figura (n°23) representa distintos modelos de sustitucion de nucle6tidos.

Misma frecuencia de bases
n(A) =n(C) =m(G) =n(T)
1 tipo de sustitucion
(AC=AG=AT=CG=CT=GT)

JC

2 tipos de sustituciones
1tv: AC=AT=CG=GT
1ti: AG=CT

Distinta frecuencia de bases
m(A) # m(C) # n(G) # m(T)
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F84
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(A) # (C) £ 1(G) # n(T)

Figura n°17: Modelos de sustitucion de nucleotidos con distintas frecuencias en sustituciones de bases.

Figura obtenida de Mata Lopez et al. (2017, p. 200).

maxima Verosimilitud.

El analisis por Maxima Verosimilitud en filogenética evalla la verosimilitud de observar
los datos en una topologia de arbol en particular, dado un modelo particular de evolucién (méas
abajo se profundiza sobre este aspecto); se busca la topologia méas probable en dar lugar a los
datos observados, en lugar de topologias con menores probabilidades (Wiley & Lieberman,
2011).

Para realizar una inferencia filogenética por Maxima Verosimilitud, se requiere calcular

la verosimilitud de la transformacion de un carécter para cada nodo de la topologia y sus largos



de rama asociados, desde las puntas hasta la raiz (Wiley & Lieberman, 2011). Para esto, se
utiliza el modelo evolutivo tomando en cuenta las distribuciones de los caracteres observadas
para calcular las probabilidades de observacion de estados de caracter en los nodos (Wiley &
Lieberman, 2011), asi como la probabilidad de obtener los mismos datos si se repitiera el
proceso de evolucion unay otra vez (bootstrap) (Mata Lopez et al., 2017). Bajo el supuesto de
independencia de cada caracter, se multiplican las probabilidades de cada uno para calcular la
verosimilitud del arbol completo (Wiley & Lieberman, 2011).
Inferencia Bayesiana.

Los analisis filogenéticos bayesianos se basan en la probabilidad de que el modelo de
arbol sea cierto dados los datos, es decir, la probabilidad posterior del arbol de maxima
verosimilitud (Wiley & Lieberman, 2011). Para realizar este tipo de inferencia se utiliza el
teorema de Bayes:

P(model | data) = P(model)p(data | model)/ X ,,.qe p(model)p(data | model)

Ecuacion obtenida de Wiley & Lieberman (2011, p. 221)

Para obtener la probabilidad posterior del modelo, se considera la probabilidad
compuesta del arbol p(data | model) con la probabilidad previa del arbol P(model). En el
denominador se encuentra la probabilidad previa de los datos, siendo esta la suma de los valores
que se obtienen al multiplicar cada verosimilitud de arbol por su probabilidad previa (Freeman
& Herron, 2015).

Uso de caracteres de forma en estudios evolutivos

El testeo de sefial filogenética responde a una necesidad dentro del estudio de poder
establecer una comparacion entre el analisis filogenético y la morfometria geométrica, con el
fin de validar el uso del ultimo en la identificacion y/o separacion de especies. El uso de datos
multidimensionales de forma como caracteres para filogenia en el trabajo de Zelditch et al.
(2004) fue ampliamente criticado, principalmente por el uso de partial warps en vez de un
sistema de coordenadas (Klingenberg & Gidaszewski, 2010). Por otro lado, el uso de mapeo de

variacion de forma con una filogenia establecida de manera apropiada no tiene mayor



controversia, lo que también permite el testeo de hipotesis de sefial filogenética (Klingenberg &
Gidaszewski, 2010).

La sefial filogenética se define como la no-independencia estadistica entre valores de
caracteres de especies debido a sus relaciones filogenéticas (Revell et al, 2008). En ambos casos
de mapeo de arbol fue posible confirmar la hipdtesis alternativa de presencia de sefial
filogenética, pero no se cuantificd su intensidad, lo que no permite realizar afirmaciones
evolutivas mas alla de que variacion en la forma debido a relaciones de parentesco filogenético.
Para ello, se requiere principalmente del uso de métricas como la K de Blomberg (Revell et al.,
2008). La sefial filogenética puede usarse para estudiar modelos sobre los mecanismos
evolutivos (seleccion natural, deriva genética y mutaciones) que actan sobre un grupo de
organismos a partir de la relacion entre modelos (Revell et al., 2008); asi como el calculo del

indice de consistencia y el indice de retencién (Klingenberg & Gidaszewski, 2010).

Marco metodoldgico

Diseno general de investigacion.

Se tiene determinada cantidad de individuos del género Ceroglossus previamente
recolectados, identificados y sexados al presente estudio, cada uno de los cuales cuenta con un
cédigo identificador con su especie y localidad de extraccion. Ademas, se cuenta con base de
datos de recolecta con informacion importante para los individuos. Es importante mencionar
que la base de datos posee informacion incompleta para algunos insectos recolectados, ademas,
no se cuenta con los individuos de forma presencial, Unicamente se tienen imagenes e

informacioén de los individuos.

Entre los datos disponibles se encuentran disponibles imagenes de los individuos y
marcadores genéticos COI mitocondrial. Algunos individuos cuentan inicamente con imagenes
de vista ventral y dorsal, otros con imagenes e informacién de marcadores genéticos COI
mitocondrial y otros cuentan Unicamente con informaciéon del marcador genético. Cada grupo
de individuos estara destinado a secciones distintas de la investigacion, por un lado, aquellos
individuos que posean imagenes ventrales seran sexados y, en base a determinadas estructuras
homologas faciles de reconocer, se realizara morfometria geométrica utilizando diversos
programas de analisis basados en la posicion de landmarks. Por otro lado, aquellos individuos

con informacion de marcador COI mitocondrial seran utilizados para realizar identificacion



taxondémica por medio de un andlisis filogenético. Por ultimo, aquellos individuos con
informacion de marcadores genéticos COI mitocondrial e imagen apta para morfometria
geométrica seran utilizados como medio de comparacion entre los resultados del analisis

filogenético con los resultados del analisis morfo-geométrico.

A. Machos B. Hembras

A (M)

Figura n°18. A. Imagen de individuo macho de Ceroglossus darwini; A(M). Presencia de cojinetes en
patas; B(M). Presencia de edeago. B. Imagen de individuo hembra de Ceroglossus magellanicus; A(F).

No presencia de cojinetes en patas; B(F). Presencia de ovopositor.

Identificacion de sexo.

Para identificar el sexo del individuo se decidio utilizar diversas caracteristicas
morfologicas que diferencian sexos dentro del género, estos son: Presencia de cojinetes en
tarsomeros de las patas delanteras en machos (estructura exclusiva de los machos del género) y
presencia de edeago en machos (Figura n°17A) u ovopositor en hembras (Figura n°17B). Por
otro lado, se tiene una base de datos previa al estudio exclusiva para identificar el sexo de cada
especie segun el codigo identificador. Sin embargo, debido a que no todos los individuos tenian
su lugar en esta base de datos, ademas de encontrarse errores al sexar, se decidié utilizar la base
de datos unicamente para sexar a los individuos que no se les pueda observar ni ovopositor ni

edeago ademas de carecer de patas.

Codigo de identificacion.

Cada individuo posee un cddigo identificador que incluye la localidad, especie (putativa)
y nimero de la especie recolectada en la localidad, un ejemplo: Puc.CC.04 corresponde a un
individuo de Ceroglossus Chilensis (cc), el cuarto ejemplar (.04) recolectado en un bosque

nativo en las coordenadas (-39.3508, -71.967), localidad de Pucén (Puc). Este codigo sirve para



identificar cada individuo y tienen su respectivo lugar en una base de datos que comprende
variados datos de interés para el estudio, como, por ejemplo: la ubicacion de la muestra con sus
respectivas coordenadas geograficas, el afio de toma de datos, nombre del recolector, la especie

del individuo y sexo, aunque no todos los individuos cuentan con informacién completa.

Secuencias utilizadas y alineamiento del gen COI

Como se menciono, se utilizaron 88 secuencias de ADN para el marcador genético del
gen mitocondrial Citocromo Oxidasa 1 (COI) (86 género Ceroglossus + 1 Carabus + 1
Calosoma), las cuales fueron facilitadas por el profesor guia de este trabajo. Estando ya

amplificadas utilizando la técnica PCR para la amplificacion del gen de ADN mitocondrial COI

(~680 pares

de bases), se

GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3’
TAAACTTCAGGGTGACCAAAA AATCA-3’ (Folmer et al., 1994; como se citd6 en Mufioz-
Ramirez, 2015).

utilizaron los

y

Definicion de la muestra de individuos.

primers

universales

HCO

2198

LCO1490 5°-

5’-

Se tienen un total de 225 individuos del género Ceroglossus de especies C. chilensis

(n=92), C. darwini (n=29), C. magellanicus (n=32), C. buqueti (n=63), C. ochsenii (n=2), C.

speciosus (n=6) y C. guerini (n=1). Todas especies recogidas a lo largo de 29 localidades del sur

de Chile.

Tabla 3. Individuos de Ceroglossus con su codigo identificador, especie y localidad.

Codigo Especie Localidad de extraccion | Latitud | longitud Sexo | IMG | COI
ALE1.Co.02 | C. ochsenii | PN Alerce Costero, sitio 1 | ? ? 9 no si
ALE2.cb.01 | C. buqueti PN Alerce Costero, sitio 2 | -40.1825 | -73.4386 | Macho | si no
ALE2.cd.01 | C.darwini PN Alerce Costero, sitio 2 | -40.1825 -73.4386 | Hembra | si si
ALE2.cd.02 | C. darwini PN Alerce Costero, sitio 2 | -40.1825 | -73.4386 | Hembra | si si
ALE3.cb.01 | C. buqueti PN Alerce Costero, sitio 3 | -40.1967 | -73.4321 | ¢ no si
ALE3.cc.01 | C. chilensis PN Alerce Costero, sitio 3 | -40.1967 -73.4321 | 9 no si
ALE3.cc.05 | C. chilensis PN Alerce Costero, sitio 3 | -40.1967 -73.4321 | Macho | si no
ALE4.cc.01 | C. chilensis PN Alerce Costero, sitio 4 | -40.2063 -73.4129 | Macho | si no
ALE4.cc.02 | C. chilensis | PN Alerce Costero, sitio4 | -40.2063 | -73.4129 | Macho | si no
ALE4.cc.03 | C. chilensis | PN Alerce Costero, sitio4 | -40.2063 | -73.4129 | Macho | si no
ALE4.cc.04 | C. chilensis PN Alerce Costero, sitio 4 | -40.2063 -73.4129 | Macho | si no
ALE4.cc.05 | C. chilensis | PN Alerce Costero,sitio4 | -40.2063 | -73.4129 | Macho | si no
ALE4.cc.06 | C. chilensis | PN Alerce Costero,sitio4 | -40.2063 | -73.4129 | Macho | si no
ALE4.cc.07 | C. chilensis PN Alerce Costero, sitio 4 | -40.2063 -73.4129 | Macho | si no
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ALE4.cc.08

C. chilensis

PN Alerce Costero, sitio 4

-40.2063

-73.4129

Hembra | si no
ALE4.cd.01 | C. darwini PN Alerce Costero, sitio 4 | -40.2063 | -73.4129 | Hembra | si si
ALE4.cd.02 | C. darwini PN Alerce Costero, sitio 4 | -40.2063 -73.4129 | Hembra | si no
ALE4.cd.03 | C. darwini PN Alerce Costero, sitio 6 | -40.2063 -73.4129 | Hembra | si no
ALE4.cd.04 | C. darwini PN Alerce Costero, sitio 4 | -40.2063 -73.4129 | Hembra | si no
ALE4.cd.05 | C. darwini PN Alerce Costero, sitio 4 | -40.2063 -73.4129 | Hembra | si no
ALE4.Co.01 | C. ochsenii PN Alerce Costero, sitio 4 | -40.2063 -73.4129 | o no si
Ay.cb.01 C. buqueti Aysén ? ? ? si no
Ay.cb.02 C. buqueti Aysén ? ? ? si no
Ay.cb.03 C. buqueti Aysén ? ? 2 si no
Ay.cb.04 C. buqueti Aysén ? ? ? si no
Ay.cb.05 C. buqueti Aysén ? ? ? si no
Ay.cb.06 C. buqueti Aysén ? ? ? si no
AyP2.¢b.02 | C. buqueti Aysén ? ? ? no si
AyRM.cb.01 | C. buqueti Aysén, Rio Moca -45.1327 | -73.0154 | Macho | si si
AyRM.cb.02 | C. buqueti Aysén, Rio Moca -45.1327 | -73.0154 | Macho | si no
AyRM.cb.03 | C. buqueti Aysén, Rio Moca -45.1327 | -73.0154 | Hembra | si no
AyRM.cb.04 | C. buqueti Aysén, Rio Moca -45.1327 | -73.0154 | Hembra | si no
Chai.cb.01 C. buqueti Chaitén -42.9097 | -72.7074 | 9 si si
Chai.cb.02 C. buqueti Chaitén -42.9097 | -72.7074 | Macho | si si
Chai.cb.03 C. buqueti Chaitén -42.9097 | -72.7074 | Hembra | si no
Chai.cb.04 C. buqueti Chaitén -42.9097 | -72.7074 | si no
Chai.cd.01 C. darwini Chaitén -42.9097 | -72.7074 Macho | si i
Chai.cd.02 C. darwini Chaitén -42.9097 | -72.7074 | Hembra | si no
Chai.cd.03 C. darwini Chaitén -42.9097 -72.7074 | Hembra | si no
Chai.cd.04 C. darwini Chaitén -42.9097 | -72.7074 | 9 si no
Chg.cc.01 C. chilensis | Chiguayante ? ? ? no si
Chill.cb.01 | C. buqueti Chiloé, en Ancud -41.882 -73.8799 | 9 no si
Chill.csp.01 | C. speciosus | Chiloé, en Ancud -41.882 -73.8799 | 9 no si
Chill.csp.02 | C. speciosus | Chiloé, en Ancud -41.882 -73.8799 | 9 no si
Chill.csp.03 | C. speciosus | Chiloé, en Ancud -41.882 -73.8799 | 9 no si
Chill.csp.04 | C. speciosus | Chiloé, en Ancud -41.882 -73.8799 | 9 no si
Chill.csp.06 | C. speciosus | Chiloé, en Ancud -41.882 -73.8799 | Macho | si no
Chill.csp.07 | C. speciosus | Chilo¢, en Ancud -41.882 -73.8799 | Macho | si no
Chil2.cb.04 | C. buqueti Chiloé, en Puntra -42.1195 | -73.8066 | ? no si
Chil2.cc.01 C. chilensis | Chiloé, en Puntra -42.1195 -73.8066 | Macho | si si
Chil2.cc.02 C. chilensis | Chiloé, en Puntra -42.1195 -73.8066 | Macho | si no
chil2.cd.01 C. darwini Chiloé, en Puntra -42.1195 | -73.8066 | 9 no si
Chil2.cd.06 | C. darwini Chiloé, en Puntra -42.1195 | -73.8066 | Hembra | si no
Chil2.cd.07 | C. darwini Chiloé, en Puntra -42.1195 | -73.8066 | Hembra | si si
Chil3.cb.01 C. buqueti Chiloé, cerca de Abtao -42.3996 -73.8507 | Macho | si no
Chil3.¢b.02 | C. buqueti Chiloé, cerca de Abtao -42.3996 | -73.8507 | Macho | si no
Chil3.¢b.03 | C. buqueti Chiloé, cerca de Abtao -42.3996 | -73.8507 | Macho | si si
Chil3.¢b.04 | C. buqueti Chiloé, cerca de Abtao -42.3996 | -73.8507 | Hembra | si no
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Chil3.cb.05 | C. buqueti Chiloé, cerca de Abtao -42.3996 | -73.8507 | Macho | si no
Chil3.cb.12 | C. buqueti Chiloé, cerca de Abtao -42.3996 | -73.8507 | Macho | si no
Chil3.cd.01 | C. darwini Chiloé, cerca de Abtao -42.3996 | -73.8507 | 9 no si
Chil3.cd.02 | C. darwini Chiloé, cerca de Abtao -42.3996 | -73.8507 | Macho | si no
Chil3.cd.03 | C. darwini Chiloé, cerca de Abtao -42.3996 | -73.8507 | Macho | si no
Chil3.cd.04 | C. darwini Chiloé, cerca de Abtao -42.3996 | -73.8507 | Macho | si 1o
Chil3.cd.05 | C. darwini Chiloé, cerca de Abtao -42.3996 | -73.8507 | Macho | si no
Chil4.cb.01 | C. buqueti Chiloé, en Cucao -42.6481 | -74.0653 | Macho | si si
Chil4.cb.04 | C. buqueti Chiloé, en Cucao -42.6481 -74.0653 | Macho | si no
Chil4.cb.05 | C. buqueti Chiloé, en Cucao -42.6481 | -74.0653 | Macho | si no
Chil4.cb.06 | C. buqueti Chiloé, en Cucao -42.6481 -74.0653 | Macho | si no
Chil4.cb.07 | C. bugueti Chiloé¢, en Cucao -42.6481 | -74.0653 | Macho | si no
Chil4.cd.01 C. darwini Chiloé, en Cucao -42.6481 -74.0653 | Macho | si ¢i
Chil6.cd.01 | C. darwini Chiloé, en Margaritas -42.7792 | -73.7958 | Macho | si si
Chil6.cd.02 | C. darwini Chiloé, en Margaritas -42.7792 | -73.7958 | Hembra | si no
Chil6.cd.03 | C. darwini Chiloé, en Margaritas -42.7792 | -73.7958 | Hembra | si no
Chil7.cd.01 | C. darwini Chiloé, en Yaldad -43.0971 | -73.7329 | Hembra | si no
Chil7.cd.02 | C. darwini Chiloé, en Yaldad -43.0971 | -73.7329 | Macho | si no
CT.cc.01 C. chilensis | Contulmo -38.0128 | -73.1874 | Macho | si si
CT.cm.01 C. Contulmo -38.0128 | -73.1874

magellanicus Macho | si si
Cur.cc.01 C. chilensis | Curacautin -38.2109 | -71.8129 | 9 no si
Cur.cc.02 C. chilensis | Curacautin -38.2109 | -71.8129 | 9 no si
Cur.cc.03 C. chilensis | Curacautin -38.2109 -71.8129 | 9 no si
CUR.cc.04 C. chilensis | Curacautin -38.2109 | -71.8129 | Hembra | si si
HH1.cm.01 | C. Huilo-Huilo, sitio 1 -39.8538 | -71.9517

magellanicus ? no si
HH3.cm.01 C. Huilo-Huilo, sitio 3 -39.9106 -71.954

magellanicus ? no si
HH3.cm.04 C. Huilo-Huilo, sitio 3 -39.9106 -71.954

magellanicus Macho | si no
HHA4.cb.02 C. buqueti Huilo-Huilo, sitio 4 -39.8903 | -71.9568 | 9 no si
HH4.cc.02 C. chilensis | Huilo-Huilo, sitio 4 -39.8903 | -71.9568 | Hembra | si si
HH4.cm.01 C. Huilo-Huilo, sitio 4 -39.8903 -71.9568

magellanicus ? no si
HH5.cc.03 C. chilensis | Huilo-Huilo, sitio 5 -39.9074 | -71.9677 | Macho | si no
Hue.cb.01 C. buqueti Coihueco (los huemules) ? no si
kat.cb.01 C. buqueti Parque Katalapi -41.5142 | -72.7554 | 9 no si
KAT.cb.01 C. buqueti Parque Katalapi -41.5142 | -72.7554 | Hembra | si no
KAT.cb.02 C. buqueti Parque Katalapi -41.5142 | -72.7554 | Macho | si no
kat.cd.01 C. darwini Parque Katalapi -41.5142 | 7277554 | 9 no si
Lcab.cm.01 C. Las cabras -71.5725 -39.07

magellanicus ? no si
Lq.cc.01 C. chilensis | Los Queules ? ? ? no si
LQ.cc.01 C. chilensis | Los Queules ? ? Hembra | si no
Lq.cc.02 C. chilensis | Los Queules ? ? 9 no si
LQ.cc.02 C. chilensis | Los Queules ? ? Hembra | si no
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Lque.cb.01 C. buqueti Los Queules ? ? 9 no si
Lque.cc.01 C. chilensis | Los Queules ? ? 9 no si
Lque.cm.01 | C. Los Queules ? ?

magellanicus ? no si
Maf.cg.01 C. guerini Mafil ? ? ? no si
MAi.cc.01 C. chilensis | Maitencillo -35.6005 -71.0529 | Hembra | si si
Mall.cm.01 | C. Malalcahuello ? ?

magellanicus ? no si
mal3.cc.01 C. chilensis | Malalcahuello -38.4362 | -71.5258 | 9 no ¢i
mal4.cc.01 C. chilensis | Malalcahuello -38.4658 | -71.5193 | 9 no si
mal5.cc.01 C. chilensis | Malalcahuello -38.471 -71.576 | 9 no si
mal5.cc.02 C. chilensis | Malalcahuello -38.471 -71.576 9 no si
Manz.cc.01 | C. chilensis | ? ? ? Hembra | si no
Manz.cc.02 | C. chilensis | ? ? ? Hembra | si no
Manz.cc.03 C. chilensis ? ? ? Hembra | si no
Manz.cc.04 | C. chilensis | ? ? ? Hembra | si no
Manz.cc.05 | C. chilensis | ? ? ? Hembra | si no
Manz.cc.06 | C. chilensis | ? ? ? Hembra | si no
Manz.cc.07 | C. chilensis | ? ? ? Hembra | si no
Nahl.cc.01 C. chilensis | Nahuelbuta, sitio 1 ? ? 9 no si
Nah3.cb.01 C. buqueti Nahuelbuta, sitio 3 -37.8163 | -73.0094 | 9 no si
Nah3.cm.01 | C. Nahuelbuta, sitio 3 -37.8163 -73.0094

magellanicus Macho | si si
Nah3.cm.02 | C. Nahuelbuta, sitio 3 -37.8163 | -73.0094

magellanicus Macho | si no
Nah3.cm.03 | C. Nahuelbuta, sitio 3 -37.8163 | -73.0094

magellanicus Macho | si no
Nah3.cm.04 | C. Nahuelbuta, sitio 3 -37.8163 | -73.0094

magellanicus Hembra | si no
Nah3.cm.05 | C. Nahuelbuta, sitio 3 -37.8163 -73.0094

magellanicus Hembra | si no
Nah5.cc.01 C. chilensis | Nahuelbuta, sitio 5 -37.8261 -72.9863 | 9 no si
Nah5.cm.01 | C. Nahuelbuta, sitio 5 -37.8261 -72.9863

magellanicus ? no si
Nah5.cm.03 | C. Nahuelbuta, sitio 5 -37.8261 -72.9863

magellanicus Hembra | si no
Nah5.cm.04 | C. Nahuelbuta, sitio 5 -37.8261 -72.9863

magellanicus Hembra | si no
Nah6.cc.01 C. chilensis | Nahuelbuta, sitio 6 -37.902 -73.2167 | 9 no si
Nel.cb.01 C. buqueti Neltume -39.8511 -71.9256 | Hembra | si no
Nel.cb.05 C. buqueti Neltume -39.8511 -71.9256 | 9 si no
Par.cc.01 C. chilensis | ? ? ? Macho | si no
Par.cc.02 C. chilensis ? ? ? ? si no
Par.cc.03 C. chilensis | ? ? ? ? si no
Par.cc.04 C. chilensis | ? ? ? 9 si no
Par.cc.05 C. chilensis | ? ? ? ? si no
Par.cc.06 C. chilensis | ? ? ? Macho | si no
Puc.cb.01 C. buqueti Pucon -39.3508 | -71.968 Macho | si si
Puc.cb.02 C. buqueti Pucén -39.3508 | -71.968 Macho | si si
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Puc.cb.03

C. buqueti

Pucoén

-39.3508

-71.968

Macho | si no
Puc.cb.08 C. buqueti Pucon -39.3508 | -71.968 Macho | si no
Puc.cb.09 C. buqueti Pucén -39.3508 | -71.968 Macho | si no
Puc.cb.10 C. buqueti Pucon -39.3508 | -71.968 Macho | si si
Puc.cb.10b C. buqueti Pucon -39.3508 | -71.968 9 no si
Puc.cc.01 C. chilensis | Pucon -39.3508 | -71.968 Macho | si no
Puc.cc.02 C. chilensis | Pucon -39.3508 | -71.968 Macho | si si
Puc.cc.03 C. chilensis | Pucon -39.3508 | -71.968 Macho | si si
Puc.cc.04 C. chilensis | Pucon -39.3508 | -71.968 Macho | si no
Puc.cc.05 C. chilensis | Pucon -39.3508 | -71.968 | Macho | si no
Puc.cc.06 C. chilensis | Pucon -39.3508 | -71.968 Macho | si no
Puc.cc.07 C. chilensis | Pucon -39.3508 | -71.968 Macho | si no
Puc.cc.08 C. chilensis | Pucon -39.3508 | -71.968 Macho | si no
Puc.cc.09 C. chilensis | Pucén -39.3508 | -71.968 Macho | si no
puc.cm.01 C. Pucon -39.3508 | -71.968
magellanicus ? no si
puc.cm.02 C. Pucon -39.3508 | -71.968
magellanicus ? no si
puc.cm.03 C. Pucon -39.3508 -71.968
magellanicus ? no si
Puc.cm.05 C. Pucén -39.3508 | -71.968
magellanicus Hembra | si no
Puc.cm.06 C. Pucon -39.3508 | -71.968
magellanicus Hembra | si no
Puc.cm.07 C. Pucon -39.3508 | -71.968
magellanicus Hembra | si no
PucF.cc.01 C. chilensis | Pucon -39.3508 | -71.968 Hembra | si no
PucF.cc.02 C. chilensis | Pucén -39.3508 | -71.968 Hembra | si no
PucF.cc.03 C. chilensis | Pucon -39.3508 | -71.968 Hembra | si no
PucF.cc.04 C. chilensis | Pucon -39.3508 | -71.968 Hembra | si no
PucF.cc.05 C. chilensis | Pucon -39.3508 | -71.968 Hembra | si no
PucF.cc.06 C. chilensis | Pucon -39.3508 | -71.968 Hembra | si no
PucF.cc.07 C. chilensis | Pucon -39.3508 | -71.968 Hembra | si no
PucF.cc.08 C. chilensis | Pucon -39.3508 | -71.968 Hembra | si no
Puy.cb.01 C. buqueti PN Puyehue -40.6641 -72.172 Macho | si si
Puy.cb.02 C. buqueti PN Puyehue -40.6641 -72.172 Macho | si no
Puy.cb.03 C. buqueti PN Puyehue -40.6641 -72.172 Macho | si no
Puy.cb.04 C. buqueti PN Puyehue -40.6641 | -72.172 Hembra | si no
Puy.cd.01 C. darwini PN Puyehue -40.6641 | -72.172 9 no si
Puy.cd.03 C. darwini PN Puyehue -40.6641 | -72.172 Macho | si no
Puy.cd.04 C. darwini PN Puyehue -40.6641 | -72.172 | Macho | si no
RD.cc.01 C. chilensis | El Radal -354756 | -70.9938 | 9 si si
RET.cc.01 C. chilensis | Retiro -36.0908 | -71.7834 | Macho | si si
RET.cc.04 C. chilensis | Retiro -36.0908 | -71.7834 | Macho | si no
SF.cc.01 C. chilensis | San Felipe -36.55 -71.431 9 no si
SP.cc.01 C. chilensis | San pedro ? ? ) no si
ST.cc.01 C. chilensis | Siete tazas -35.4459 | -71.0411 | 9 no si
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Tir.cb.02

C. buqueti

Tirua

-38.4019

-73.3793

Macho | si no
Tir.cb.03 C. buqueti Tirua -38.4019 | -73.3793 | Hembra | si no
Tir.cb.04 C. buqueti Tirua -38.4019 | -73.3793 | Macho | si no
Tir.cb.05 C. buqueti Tirua -38.4019 | -73.3793 | Macho | si no
Tir.cb.06 C. buqueti Tirua -38.4019 | -73.3793 | Macho | si no
Tir.cb.07 C. buqueti Tirua -38.4019 | -73.3793 | o si 1o
tir.cc.01 C. chilensis | Tirua -38.4019 | -73.3793 | 9 no si
Tir.cc.02 C. chilensis | Tirua -38.4019 | -73.3793 | Macho | si no
Tir.cc.03 C. chilensis | Tirua -38.4019 | -73.3793 | Macho | si no
Tir.cc.04 C. chilensis | Tirua -38.4019 | -73.3793 | Macho | si no
Tir.cc.05 C. chilensis | Tirua -38.4019 | -73.3793 | Macho | si no
Tir.cc.06 C. chilensis | Tirua -38.4019 | -73.3793 | Hembra | si no
Tir.cc.07 C. chilensis | Tirua -38.4019 -73.3793 | 9 si no
Tir.cm.02 C. Tirua -38.4019 | -73.3793
magellanicus Hembra | si no
Tir.cm.03 C. Tirua -38.4019 | -73.3793
magellanicus Hembra | si no
Tir.cm.04 C. Tirua -38.4019 | -73.3793
magellanicus Hembra | si no
Tir.cm.05 C. Tirua -38.4019 | -73.3793
magellanicus Hembra | si no
Tir.cm.06 C. Tirua -38.4019 | -73.3793
magellanicus Macho | si no
Tir.cm.07 C. Tirua -38.4019 | -73.3793
magellanicus Hembra | si no
Tir.cm.08 C. Tirua -38.4019 | -73.3793
magellanicus Hembra | si no
TOL1.cc.01 C. Chilensis | PN Tolhuaca, sitio 1 -38.2109 -71.8129 | Macho | si si
TOL1.cc.02 | C. chilensis PN Tolhuaca, sitio 1 -38.2109 -71.8129 | Macho | si no
TOL1.cc.03 | C. chilensis PN Tolhuaca, sitio 1 -38.2109 -71.8129 | Macho | si no
Toll.cm.02 C. PN Tolhuaca, sitio 1 -38.2109 -71.8129
magellanicus ? no si
Tol2.cb.01 C. buqueti PN Tolhuaca, sitio 2 -38.222 -71.7504 | 9 no si
TOL2.cc.01 | C. chilensis | PN Tolhuaca, sitio 2 -38.222 -71.7504 | Hembra | si si
TRA.cc.01 C. chilensis | Las Trancas -36.804 -71.6456 | Hembra | si si
TRA.cc.02 C. chilensis | Las Trancas -36.804 -71.6456 | Hembra | si no
TV.cb.01 C. buqueti Termas Vergara -39.5098 | -71.8928 | Macho | si no
TV.cb.02 C. buqueti Termas Vergara -39.5098 | -71.8928 | Macho | si no
TV.cb.03 C. buqueti Termas Vergara -39.5098 | -71.8928 | Macho | si no
TV.cb.04 C. buqueti Termas Vergara -39.5098 | -71.8928 | Macho | si no
TV.cb.05 C. buqueti Termas Vergara -39.5098 | -71.8928 | si no
TV.cc.04 C. chilensis | Termas Vergara -39.5098 | -71.8928 | Macho | si no
TV.cc.05 C. chilensis | Termas Vergara -39.5098 -71.8928 | Macho | si no
TV.cc.06 C. chilensis | Termas Vergara -39.5098 | -71.8928 | Hembra | si no
TV.cc.07 C. chilensis | Termas Vergara -39.5098 | -71.8928 | Hembra | si no
TV.cc.08 C. chilensis | Termas Vergara -39.5098 | -71.8928 | o si no
TV.cm.01 C. Termas Vergara -39.5098 -71.8928
magellanicus ? si si
TVEF.cc.01 C. chilensis | Termas Vergara -39.5098 -71.8928 | Hembra | si no
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TVF.cc.02 C. chilensis | Termas Vergara -39.5098 -71.8928 | Hembra | si no
TVF.cc.03 C. chilensis | Termas Vergara -39.5098 -71.8928 | Hembra | si no
TVF.cc.04 C. chilensis | Termas Vergara -39.5098 -71.8928 | Hembra | si no
Aled.cb.05 C. buqueti PN Alerce Costero, Sitio | -40.2063 | -73.4129
4 ? no si
Lla.cc.01 C. chilensis | Llanquihue ? ? ? no si
Mal5.cm.01 | C. Malalcahuello -38.471 -71.576
magellanicus ? no si

Definicion de la muestra para morfometria geométrica.

Los individuos aptos para ser usados en morfometria geométrica son todos aquellos que
posean imagen ventral con los tarsomeros de las patas pro-toracicas visibles. Se debe poder
asegurar la especie y el sexo, aquellos individuos que no posean imagenes y/o no se pueda

definir su especie y/o su sexo no seran participantes del estudio.

Del total de 225 individuos, solo 148 individuos son aptos para ser utilizados en
morfometria geométrica, de los cuales 40 son individuos de C. buqueti (32 machos y 8 hembras),
24 son individuos de C. darwini (10 machos y 14 hembras), 19 son individuos de C.
magellanicus (6 machos y 13hembras) y 65 son C. chilensis (34machos y 31 hembras). Del

total, 84 individuos de la muestra son machos, dejando 66 hembras en la muestra.

Existian ejemplares de C. suturalis que podrian haber sido utilizados, sin embargo,
debido a su poca cantidad (2 ejemplares en total) se decidieron descartar. Por otro lado, los
individuos de ochsenii y guerini no contaban con imagenes, por lo cual fueron descartados de
igual modo. El detalle del nimero de individuos por especie y localidad se presenta en la tabla

4.

Tabla 4: Cantidad de individuos disponibles para morfometria geométrica en 4 especies

de Ceroglossus divididos en especie y localidad.

Localidad C. chilensis C. buqueti C. darwini C. magellanicus
Desconocido 9 0 0 0
Aysén 0 4 0 0
Chaitén 0 2 3 0
Chiloé 2 11 12 0
Contulmo 1 0 0 1
Curacautin 1 0 0 0
Huilo-Huilo 2 0 0 1
Las trancas 2 0 0 0
Los Queules 2 0 0 0




Maitencillo 1 0 0 0
Nahuelbuta 0 0 0 7
Neltume 0 1 0 0
Parque Katalapi 0 2 0 0
PN alerce costero | 9 1 7 0
PN Puyehue 0 4 2 0
PN Tolhuaca 4 0 0 0
Pucén 17 6 0 3
Retiro 2 0 0 0
Termas Vergara | 8 4 0 0
Tirua 5 5 0 7
TOTAL 65 40 24 19

Definicion de la muestra para arbol filogenético.

Los individuos aptos para ser usados para crear el arbol filogenético son todos aquellos
que posean registrado en base de datos el gen mitocondrial citocromo oxidasa (COl), ademas se
debe poder asegurar la especie del individuo, aquellos individuos que no posean el gen COI y/o
no se pueda definir su especie no seran participantes del estudio. Por otro lado, se agrego a la

muestra total un individuo de Calosoma y otro individuo de Carabus como outgroups.

Del total de 225 individuos, solo 86 son aptos para ser utilizados en el arbol filogenético,
sumando los individuos outgroups de Calosoma y Carabus, se obtiene una muestra total de 88
individuos para generar el arbol filogenético. Del total de 86 individuos de Ceroglossus, 21 son
C. buqueti, 32 son C. chilensis, 4 son C. speciosus, 11 son C. darwini, 15 son C. magellanicus,
2 son C. ochsenii'y 1 es C. guerini. El detalle del nimero de individuos por especie y localidad

se presenta en la tabla 5.

Tabla 5: Cantidad de individuos de Ceroglossus divididos en especie y localidad con

informacioén molecular.

. C. C. C. C. C. C C.
Localidad
chilensis | speciosus darwini magellanicus | ochsenii | guerini | buqueti

PN alerce 1 0 3 0 ) 0 )
costero.

Aysén 0 0 0 0 0 0 2
Chaitén 0 0 1 0 0 0 2
Chiguayante 1 0 0 0 0 0 0
Chiloé 1 4 5 0 0 0 4
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Procedimientos para la obtencion de variables de forma

Superposicion de Procrustes y matriz de covarianza

Se utilizara el método de superposicion de Procrustes por minimos cuadrados generalizados, con los
landmark de cada uno de los especimenes alineados a los ejes principales (coordenadas donde se
minimiza la distancia de Procrustes), tal y como se ve en la Figura n°. La matriz de covarianza inicial se
obtuvo a partir de las coordenadas de Procrustes obtenidas de este grupo de datos, siendo las
generadas posteriormente las que si se analizan a partir del andlisis de componentes principales (PCA).
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Figura n°19. Grafico de superposicion de Procrustes obtenido de la digitalizacion de landmarks de las
imagenes utilizadas, y por el calculo de coordenadas de Procrustes realizado por el software MorphoJ
(Klingenberg, 2011).

Regresion multivariada

Para descartar variaciones de forma asociadas a alometria, se realizé una regresion
multivariada y de ella se obtuvieron los datos residuales, sin variacion por alometria. Como
variable independiente, se utiliz6 el tamafo de centroide (obtenido de las coordenadas de
Procrustes por el software), y como variable dependiente, se utilizaron las coordenadas de
Procrustes (Figura). La regresion se considerd con agrupacion de especies (es decir,
variaciones explicadas por tamafio de centroide para cada grupo) y sin agrupacion de especies
(considerando las observaciones como un todo). Para el primer caso, se obtuvo un porcentaje
predicho 0.04%, y en el segundo caso, se obtuvo un porcentaje predicho de 1.07%.

Utilizando una prueba de permutacion que simula el cambio aleatorio de datos desde la
variable dependiente a la independiente (equivalente a la prueba F de Goodall), se teste6 la
hipotesis nula de independencia de los datos. Como valor P estadistico, se obtuvo un valor de
0.37 para la regresion con agrupacion de especies, y un valor P de 0.11 para la regresion sin
agrupacion de especies (Klingenberg, 2011). Esto permite indicar que la variacion de forma
explicada por el tamafio no es significativa.

De igual manera, para maximizar la variacion de forma, se generd un nuevo set de datos
residuales, donde la variacion en la forma no se relaciona al tamano.
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Figura n°20. Regresion multivariada entre el coeficiente de regresion obtenido de las
coordenadas de Procrustes y el tamafio de centroide. A. Regresion multivariada centrada en
grupos (agrupacion de especies). B. Regresion multivariada sin agrupacion de especies. Los
elipses engloban la distribucion del 60% de la muestra seleccionada, y cada color esta
asociado a los colores por especie.



Subdivisiones del set de datos inicial

Para evitar la confusion en la interpretacion de la variacion de la forma geométrica de cada
especie con la que es propia de las diferencias entre machos y hembras, se decidio realizar
cada resultado (Procrustes, PCA, Procrustes ANOVA y CVA) de componentes principales
separando machos y hembras de las cuatro especies estudiadas.

Analisis de componentes principales

Para el andlisis de componentes principales, se consideraran los cuatro primeros componentes
principales (PC1, PC2, PC3 y PC4). Para interpretar esos los datos, se utilizara la informacion
desplegada por los graficos bi-ortogonales de componentes principales en relacion con los
porcentajes de varianza de esos componentes, como también, por la grafica de alambres que
une con lineas los landmarks adyacentes (wireframe graph), grafica que se encuentra orientada
en la misma posicion que las imagenes (posicion ventral y en un eje vertical).

Las interpretaciones de los componentes principales seran descripciones bioldgicas (en el
sentido de que se hacen partir de las estructuras delimitadas por cada landmark) tentativas de
las variaciones de forma por especie (delimitado por machos y hembras). Las principales y
posibles variaciones morfoldgicas que seran descritas consideran:

a) Variacion de la forma de la especie en un eje horizontal que se observa como
ensanchamiento o angostamiento.

b) Variacion de la forma de la especie en un eje vertical que se observa como alargamiento o
acortamiento.

Las estructuras morfologicas implicadas para la interpretacion de los resultados son el
abdomen como un todo, los tergos que seccionan el abdomen, pterotérax y protorax.

Procrustes ANOVA

Para evaluar si la variacion de forma es significativa, o si mas bien se trata de una variacion
explicada por muestras aleatorias, se ejecutaran dos analisis de la varianza (ANOVA) para
machos y hembras por separado, considerando el valor individual para las coordenadas de
Procrustes y el tamafio de centroide.

Analisis de variables canonicas (CVA)

Se ejecutara un CVA con el fin de complementar la interpretacion de las diferencias de forma
en estas cuatro especies de Ceroglossus, asi como para maximizar las diferencias entre
especies en machos y hembras por separado. Utilizando la prueba de permutacion disponible
en Morphoj se probard hipotesis alternativas de diferencias significativas en distancias de
Procrustes. Considerando las diferencias en el espacio de CVA, se analizard coémo este tipo de
analisis interpreta la forma a diferencia de PCA, ya sea a partir de su grafica de ejes, como en
el grafico de alambre.

Metodologia construccion de arbol filogenético.
La construccion de un arbol filogenético estd dividida en 2 secciones, por un lado,

determinar el modelo de sustitucion de nucledtidos Optimo para el set de datos, generalmente
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mediante un software determinado, y por otro lado la creacion del propio arbol por medio de

software especializado por medio de multiples repeticiones.

Determinacion de modelo de sustitucion de nucledtidos.

Para determinar el modelo més adecuado para elaborar un arbol con Maxima Verosimilitud para

las secuencias utilizadas, se utilizo el software JModeltest 2 (Darriba, Tabaoda, Daollo, &

Posada, 2012). Considerando la disponibilidad del modelo de sustitucion en Mega 11 y los

puntajes de verosimilitud, el modelo seleccionado fue TIM3 + | + G (Tamura, 1992).

Tabla 6. Datos del modelo de sustitucion de secuencias seleccionado a partir del software

jModeltest 2. a) Variables de configuracion para la ejecucion del analisis, b) Variables del

modelo de sustitucion de nucledtidos seleccionado.

a. Configuracion b. Modelo seleccionado
Version de Phyml 3.0 Modelo TIM3+1+G
Phyml binario (especifico para el ordenador utilizado) Particion 012032
Ruta Phyml (especifica para el ordenador utilizado) -InL 4090.6605
Modelos candidatos 88 K 182
Numero de esquemas de | 11 fregA 0.3314
sustitucion Incluyendo  modelos  con | freqC 0.1654
frecuencias de bases
iguales/desiguales (+F).
Incluyendo modelos con/sin | freqG 0.1076
proporcion de sitios
invariables (+1)
Incluyendo modelos con/sin | freqT 0.3956
tasa de variacion entre sitios
(+G) (nCat = 4).
Parametros libres | Pardmetros de sustitucién + | R(a) [AC] 0.4915
utilizados (K) 173 + largos de rama + | R(b) [AG] 16.4168
topologia
Arbol base para calculos | Arbol de maxima | R(c) [AT] 1.0000
de verosimilitud verosimilitud R(d) [CG] 0.4915
R(e) [CT] 8.3034
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Operacion para busqueda | BEST R(f) [GT] 1.0000
de topologia de arbol p-inv 0.5140

gamma shape 0.6090

Construccion del arbol filogenético.
La inferencia filogenética fue obtenida utilizando el método de Méaxima Verosimilitud y el
modelo de Tamura de 3 pardmetros (Tamura, 1992), generando un arbol consenso con las
muestras de 88 secuencias de Ceroglossus a partir de 100 réplicas (Felsenstein, 1985). Las ramas
que forman parte de particiones reproducidas en menos del 50% de las réplicas no se presentan
y son colapsadas. El porcentaje de arboles replicados en los que los taxones asociados en
conjunto en 100 réplicas se muestran proximos a las ramas (Felsenstein, 1985). Un arbol inicial
para una busqueda heuristica fue construido aplicando algoritmos Neighbor-Join y BioNJ a una
matriz de distancias por pares, estimada a partir del modelo de Tamura de 3 pardmetros, y luego
seleccionando la topologia con el logaritmo de valor de verosimilitud superior. Se utilizdé una
distribucién discreta de Gamma para modelar la tasa de diferencias evolutivas entre sitios (5
categorias (+G, pardmetro = 0.2534)). La tasa de modelo de variacion permitio que algunos
sitios fueran evolutivamente invariables (+l, para el 32.72% de los sitios). Este analisis
involucrd 88 secuencias de ADN. Hubo un total de 680 posiciones en el set final de datos. Los

andlisis evolutivos fueron hechos en MEGA 11 (Tamura, Stecher, & Kumar, 2021).

Comparacion y relacion entre resultados de morfometria geométrica y analisis filogenético

La comparacion y relacion entre ambas metodologias sera principalmente descriptiva,
analizando las relaciones filogenéticas entre Ceroglossus chilensis, Ceroglossus buqueti,
Ceroglossus darwini, y Ceroglossus magellanicus, y como pueden relacionarse con las
diferencias en variacion de forma entre Ceroglossus buqueti, Ceroglossus chilensis,
Ceroglossus magellanicus, Ceroglossus darwini. Se utilizaran las siguientes preguntas guia

para generar tal comparacion:
1. ;Qué evidencia proporciona para la clasificacion e identificacion de especies?
2. (Qué tan equiparables son los propoésitos de cada tipo de anélisis?

3. (Cuales son las ventajas y desventajas de utilizar caracteres morfo-geométricos y

moleculares?



Resultados

Morfometria geométrica

Procrustes ANOVA

Los valores P para machos y hembras en Procrustes ANOVA de las coordenadas de Procrustes

(es decir, que representan la variacion de forma) son menores a 0.0001, pudiendo rechazar la
hipotesis nula de variacion de forma obtenida por azar. Para el ANOVA de diferencias

explicadas por tamafio de centroide, los valores fueron mayores a 0.05, pudiendo aceptar la
hipdtesis nula de variaciones en tamafio explicadas por azar. Considerando que se utilizan

datos residuales que no consideran la variacion en forma por alometria, esto puede resultar
evidente, pero se debe recordar que los test de permutacion también arrojan valores p mayores
a 0.05, descartando por completo en esta muestra las variaciones de forma por alometria.

Luego de aplicar esta prueba, asi como la realizacion de una regresion multivariada, el valor
no significativo que estd asociado a alometria no se considera para el analisis de componentes
principales (PCA).

Tabla 7. Procrustes ANOVA para hembras

Tamaiio de centroide

Efecto SS MS df F P
Individual 1426131,96 475377,3199 3 0,88 0,45
Residual 33578006,53 541580,7505 62
Forma, Procrustes ANOVA
Efecto SS MS df F P Pillaitr. | P
Individual 0,01502476 0,000147302 102 6.57 | <0001 |22 <.0001
Residual 0,04723352 2,24068E-05 2108
Tabla 8. Procrustes ANOVA para machos.
Tamaiio de centroide
Efecto SS MS df F P
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Individual 962932,8995 320977,6332 3 1,33 0,2692

Residual 18757288,51 240478,0578 78
Forma, Procrustes ANOVA

Efecto SS MS df F P Pillaitr. | P
Individual | 0,00985407 9,66086E-05 102 | 4,15 | <0001 | 1,98 <.0001
Residual 0,06175675 2,32869E-05 2652

Analisis de componentes principales.

PCA hembras

El andlisis de componentes principales, teniendo ya en cuenta la variacion significativa de la
forma geométrica entre las hembras de las especies consideradas, puede visualizarse con el fin
de describir morfotipos y/o patrones de forma que permitan delimitar una especie sobre otra.
En el caso de las hembras, la variacion del abdomen se puede visualizar de manera
relativamente simple, incluso si se ajusta la escala a puntajes de componente principal para no
exagerar la representacion visual de los morfotipos (Figura n° 21).

Vale la pena mencionar que, si se intenta asociar cada especie a intervalos de valor en la
variacion de forma, seria complejo delimitar de manera exacta a cada especie, ya que existen
individuos que pueden tener la misma variacion en un componente, a pesar de ser especies
distintas. La especie mas “ambigua” en ese sentido, seria Ceroglossus chilensis, especie que se
distribuye de manera entremezclada con Ceroglossus buqueti. Cabe destacar, de todas formas,
que independiente de la “ambigliedad”, si se consideran los cuatro primeros componentes
principales en machos y hembras, ninguna especie toma exactamente los mismos valores.

La figura n°

Ceroglossus buqueti

El componente principal n°1, que permite explicar, aproximadamente, un 37% de la variacion
en la forma, se caracteriza por un acortamiento y ensanchamiento en la zona abdominal, desde
los landmarks 1 hasta el 6. En el componente principal n°2, que explica, aproximadamente, un
24% de la variacion en la forma, y se caracteriza por un adelgazamiento del abdomen y térax,
asi como un alargamiento del pronoto. En el componente principal n°3, que explica,
aproximadamente, un 11% de la variacion en la forma, y se caracteriza por un alargamiento
leve y generalizado, desde el pronoto hasta el abdomen, pero acortandose en la zona del
pigidio. En el componente principal n°4, que explica, aproximadamente, un 10% de la
variacion en la forma, y se caracteriza por un adelgazamiento leve de la zona toracica, asi
como un alargamiento leve en el pronoto.



Ceroglossus chilensis

El componente principal n°1, que permite explicar, aproximadamente, un 26% de la variacion
en la forma, se caracteriza por un acortamiento en la zona abdominal, un leve adelgazamiento
en la zona tordcica y un alargamiento superior en el pronoto. El componente principal n°2, que
explica, aproximadamente, un 13% de la variacion en la forma, se caracteriza por un
ensanchamiento abdominal que va disminuyendo hasta llegar a la zona toracica, y en la zona
del pronoto, existe un acortamiento. En el componente principal n°3, que explica,
aproximadamente, un 12% de la variacion en la forma, hay un adelgazamiento muy débil
desde el torax hasta el abdomen, y el pronoto se encuentra muy levente alargado (es muy poco
notorio). En el componente principal n°4, que explica, aproximadamente, un 10% de la
variacion en la forma, lo mas caracteristico y notorio es el leve ensanchamiento y alargamiento
inferior del pronoto.

Ceroglossus magellanicus

El componente principal n°1, que permite explicar, aproximadamente, un 39% de la variacién
en la forma, se caracteriza por alargamiento del abdomen hasta el 4to tergo visible, desde
donde se aprecia un acortamiento hacia el pigidio, leve adelgazamiento en pterotorax y
alargamiento de pterotorax. El componente principal n°2, que explica aproximadamente un
12% de la variacion en la forma, se caracteriza por un leve adelgazamiento y acortamiento del
pterotorax y protérax, ambas variaciones dificilmente perceptibles. El componente principal
n°3, que explica, aproximadamente, un 11% de la variacion en la forma, se caracteriza por un
adelgazamiento del abdomen y un alargamiento del pronoto. El componente principal n°4, que
explica, aproximadamente, un 8% de la variacion en la forma, se caracteriza por un
adelgazamiento y acortamiento leve del pronoto.

Ceroglossus darwini

El componente principal n°1, que permite explicar, aproximadamente, un 27% de la variacion
en la forma, se caracteriza por un ensanchamiento en la zona abdominal y acortamiento y
adelgazamiento leve del pronoto. El componente principal n°2, que explica aproximadamente
un 17% de la variacion en la forma, se caracteriza por un alargamiento de los 3 primeros
tergos abdominales visibles y un ligero acortamiento y adelgazamiento del pronoto,
dificilmente perceptible. En el componente principal n°3, que explica aproximadamente un
11% de la variacion en la forma, se puede observar un acortamiento de los primeros 2 tergos
abdominales, alargamiento de los tergos abdominales 3 y 4, acortamiento de pterotérax y
acortamiento en pronoto. El componente principal n°4, que explica aproximadamente un 10%
de la variacion en la forma, se caracteriza alargamiento de pronoto y un alargamiento leve
(dificilmente perceptible) del abdomen desde el 3er tergo visible hasta el pigidio.



Principal component 2
.

a0 oo o
Principal compenent 1

D

Ceroglossus Ceroglossus buqueti Ceroglossus
chilensis magellanicus

Figura n°21. Variacion de forma de los componentes principales 1 y 2 de hembras de las especies
Ceroglossus chilensis, Ceroglossus buqueti, Ceroglossus darwini y Ceroglossus magellanicus. Bajo los

ejes de los componentes principales, se presenta el grafico de forma de alambre para representar la
variacion segun cada valor.
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Figura n°22. Graficos de PCA individuales, para los componentes principales 1, 2, 3 y 4 en hembras de
las especies Ceroglossus chilensis, Ceroglossus buqueti, Ceroglossus darwini y Ceroglossus

magellanicus. Los graficos de estructura de alambre estan alineados en puntajes de PC, representando

los cambios en la forma segun el valor.

Tabla 9. Porcentajes de varianza para PC1, PC2, PC3 y PC4 de Ceroglossus buqueti (83,13% de la
variacion de forma) y Ceroglossus chilensis (62,68% de la variacion de forma). Cada componente
principal tiene asociado un grafico con estructura de alambre, ajustando escala a valores aproximados a

los mayores puntajes de componente principal obtenidos (0.5).



Ceroglossus buqueti

% Varianza de PC1

% Varianza de PC2

% Varianza de PC3

% Varianza de PC4
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Tabla 10. Porcentajes de varianza para los PC1, PC2, PC3 y PC4 e hembras de Ceroglossus darwini

(67,55% de la variacion de forma) y Ceroglossus magellanicus (72,86% de la variacion de forma). Cada

componente principal tiene asociado un grafico con estructura de alambre, ajustando escala a valores

aproximados a los mayores puntajes de componente principal obtenidos (0.5).

Cerogl darwini

% Varianza de PC1

% Varianza de PC2

% Varianza de PC3

% Varianza de PC4

% PC1+PC2+PC3+PC4

27,111

17,378

11,981

11,285

67,55%
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Ceroglossus magellanicus

% Varianza de PC1

% Varianza de PC2

% Varianza de PC3

% Varianza de PC4

% PC1+PC2+PC3+PC4

39,833

12,977

11,468

8,859

72,86%
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PCA machos

En el caso de machos, el analisis de componentes principales es el siguiente.

Ceroglossus buqueti

El componente principal n°1, que permite explicar, aproximadamente, un 24% de la variacion
en la forma, se caracteriza por un adelgazamiento del abdomen y un alargamiento de los 4
primeros tergos abdominales, desde donde hay acortamiento hasta el pigidio, ademas de un
adelgazamiento del pterotorax y un alargamiento del pronoto. El componente principal n°2
que explica aproximadamente un 18% de la variacion en la forma, se caracteriza por
alargamiento de los tergos 3, 4 y 5 abdominales, con un leve adelgazamiento de pterotorax,
ademads de adelgazamiento y alargamiento de pronoto. El componente principal n°3, que
explica aproximadamente un 12% de la variacion en la forma, se caracteriza por un
alargamiento de los tergos 3 y 4 del abdomen y un adelgazamiento de pterotdrax y térax. El
componente principal n°4, que explica aproximadamente un 6% de la variacion en la forma,
se caracteriza por acortamiento de los tergos 1y 2, leve adelgazamiento del abdomen y leve
acortamiento de pronoto.

Ceroglossus chilensis

El componente principal n°1, que permite explicar, aproximadamente, un 29% de la variacién
en la forma, se caracteriza por adelgazamiento de pronoto, pterotérax y abdomen,
acortamiento de los tergos abdominales 1, 2 y 3, alargamiento de tergo abdominal nimero 5 y
acortamiento de pronoto. El componente principal n°2, que explica aproximadamente un 16%
de la variacion en la forma, se caracteriza por adelgazamiento de abdomen y pterotorax,
alargamiento de tergos 1y 2 del abdomen, acortamiento de los tergos 4 y 5 abdominales y leve
alargamiento de pronoto. El componente principal n°3, que explica aproximadamente un 12%
de la variacion en la forma, se caracteriza por leve alargamiento de tergos 3 y 4 del abdomen,
acortamiento de tergo 5 abdominal, leve ensanchamiento del pterotérax y acortamiento de
pronoto. En el componente principal n°4, que explica, aproximadamente, un 9% de la
variacion en la forma, lo maés caracteristico y notorio es el leve acortamiento de pronoto,
ensanchamiento de pterotorax y leve alargamiento de abdomen hasta tergo 5, el

cual es acortado.

Ceroglossus magellanicus

El componente principal n°1, que permite explicar, aproximadamente, un 37% de la variacién en la
forma, se caracteriza por un acortamiento y ensanchamiento en la zona abdominal, desde los
landmarks 1 hasta el 6. En el componente principal n°2, que explica, aproximadamente, un 24% de la
variacién en la forma, y se caracteriza por un adelgazamiento del abdomen y térax, asi como un
alargamiento del pronoto. En el componente principal n°3, que explica, aproximadamente, un 11% de
la variacidn en la forma, y se caracteriza por un alargamiento leve y generalizado, desde el pronoto
hasta el abdomen, pero acortandose en la zona del pigidio. En el componente principal n°4, que
explica, aproximadamente, un 10% de la variacién en la forma, y se caracteriza por un adelgazamiento
leve de la zona toracica, asi como un alargamiento leve en el pronoto.



Ceroglossus darwini

El componente principal n°1, que permite explicar, aproximadamente, un 37% de la variacién en la
forma, se caracteriza por un acortamiento y ensanchamiento en la zona abdominal, desde los
landmarks 1 hasta el 6. En el componente principal n°2, que explica, aproximadamente, un 24% de la
variacién en la forma, y se caracteriza por un adelgazamiento del abdomen y térax, asi como un
alargamiento del pronoto. En el componente principal n°3, que explica, aproximadamente, un 11% de
la variacidn en la forma, y se caracteriza por un alargamiento leve y generalizado, desde el pronoto
hasta el abdomen, pero acortandose en la zona del pigidio. En el componente principal n°4, que
explica, aproximadamente, un 10% de la variacién en la forma, y se caracteriza por un adelgazamiento
leve de la zona toracica, asi como un alargamiento leve en el pronoto.
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Figura n° 23. Variacion de forma de los componentes principales 1 y 2 en machos de las especies
Ceroglossus chilensis, Ceroglossus buqueti, Ceroglossus darwini 'y Ceroglossus magellanicus. Bajo los

ejes de los componentes principales, se presenta el grafico de forma de alambre para representar la
variacion segtin cada valor.

Variacion por PC en machos
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Figura n°24. Graficos de PCA individuales, para los componentes principales 1, 2, 3 y 4 en machos de

las especies Ceroglossus chilensis, Ceroglossus buqueti, Ceroglossus darwini y Ceroglossus

magellanicus. Los graficos de estructura de alambre estan alineados en puntajes de PC, representando

los cambios en la forma segun el valor.

Tabla 11. Porcentajes de varianza para los PC1, PC2, PC3 y PC4 ¢ hembras de Ceroglossus darwini

(67,55% de la variacion de forma) y Ceroglossus magellanicus (72,86% de la variacion de forma). Cada

componente principal tiene asociado un grafico con estructura de alambre, ajustando escala a valores

aproximados a los mayores puntajes de componente principal obtenidos (0.5).
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Ce bugqueti

% Varianza de PC1

% Varianza de PC2 % Varianza de PC3

% Varianza de PC4

% PC1+PC2+PC3+PC4

24,766

18,489

12,982

63,069

T

By
dllibs

Ceroglossus chilensis

% Varianza de PC1

% Varianza de PC2 % Varianza de PC3

% Varianza de PC4

% PC1+PC2+PC3+PC4

16,045

12,463

67,413

29,783
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Tabla 12. Porcentajes de varianza para los PC1, PC2, PC3 y PC4 e hembras de Ceroglossus darwini

(67,55% de la variacion de forma) y Ceroglossus magellanicus (72,86% de la variacion de forma). Cada

componente principal tiene asociado un grafico con estructura de alambre, ajustando escala a valores

aproximados a los mayores puntajes de componente principal obtenidos (0.5).

Ce darwini % Varianza de PC1 % Varianza de PC2 % Varianza de PC3 % Varianza de PC4
% PC1+PC2+PC3+PC4 38,64 18,359 12,712 8,512
78,223 * é
Ce % Varianza de PC1 % Varianza de PC2 % Varianza de PC3 % Varianza de PC4
% PC1+PC2+PC3+PC4 52,054 27,406 8,108 7,313
,: B ;

Analisis de variables canonicas.

El CVA permite, en este caso, validar diferencias morfoldgicas observadas en PCA en machos

y hembras de Ceroglossus para las especies Ceroglossus chilensis, Ceroglossus buqueti,
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Ceroglossus darwini 'y Ceroglossus magellanicus. Tales diferencias se pueden observar
graficamente en la separacion de los grupos distribuidos en un plano (el cual no es ortogonal,
como en PCA), pero teniendo en cuenta que una especie puede tomar valores positivos en
PCA y negativos en CVA, sin necesidad de coincidir. En la Figura, se observa la distribucion
de los grupos para CV1, CV2 y CV3, y en la Tabla, las variaciones de forma asociadas a cada
valor. A partir de las pruebas de permutacion, la gran mayoria de distancias entre grupos
maximizadas por el CVA son estadisticamente significativas, a excepcion de las hembras de
Ceroglossus magellanicus y Ceroglossus chilensis.

Al igual que en PCA, las variaciones de hembras y machos también confirman lo descrito
morfoldgicamente. En hembras, se puede interpretar la forma de Ceroglossus chilensis como
una con adelgazamiento en el pterotorax, protérax y tergos abdominales superiores, asi como
ensanchamiento de tergos abdominales inferiores. Para Ceroglossus buqueti, existe
adelgazamiento en pterotorax y tergos abdominales superiores, asi como ensanchamiento de
protérax y alargamiento de tergos abdominales inferiores. Para Ceroglossus darwini, hay
adelgazamiento de pterotdrax y tergos abdominales superiores, como también ensanchamiento
de tergos abdominales inferiores y protorax. Para Ceroglossus magellanicus, hay
ensanchamiento generalizado en el abdomen y pterotorax, pero adelgazamiento en el protorax.

En machos, se puede interpretar la forma de Ceroglossus chilensis con un leve
ensanchamiento en los tergos abdominales inferiores y el protérax, asi como un pterotérax que
no adelgaza como en hembras. Para Ceroglossus buqueti existe adelgazamiento y
alargamiento de los tergos abdominales inferiores, un ligero ensanchamiento de los tergos
abdominales superiores, y un ensanchamiento de protérax similar al de Ceroglossus chilensis.
Para Ceroglossus darwini, hay ensanchamiento y alargamiento de los tergos abdominales
inferiores, como también un ensanchamiento del protérax y adelgazamiento de los tergos
abdominales superiores. Para Ceroglossus magellanicus, hay ensanchamiento generalizado en
el abdomen, que se reduce en el pterotorax, ademas, hay un ligero alargamiento en el protorax.

a. Hembras b. Machos




L ]
®
e®
] . ¢ é .
[ 2
g . * % Fo * L g
g e \* R o
= - « g8 *® § . o °
g '. L 1 o 8 P ’
E : N b o *3 .
8 . o ® . ¢ [ .
s, . ®
. o
Canonical variate 1
U ! ' CaHDHICEi variate 1 ' ' f
CV1y CV2
e ®
° O 2 b4 ° @
. e LY ot
° -E."o\l % ..". )
@ o e - B ®
2, o ds ,° o, ®9 T ee * o
. s Tw
g e, ©® L] S % o 4 o L)
E ° .o ° 5 ° 0. . °
§ & . . g oo o o (3
G | \ 2 . ] \
Q ° L ] ® . ® .. 8 ,/(/.. ™Y ‘
N / °
\ o/
. \ .
.
Canonical variate 2 Canonical variate 2
CV2yCV3
C. magellanicus C. buqueti C. chilensis

Figura n°25. Analisis de variacion candnica de coordenadas de Procrustes para las especies analizadas
de Ceroglossus. a) Hembras. b) Machos.

Tabla 13. Comparacion de variaciones en la forma de Ceroglossus en CV 1, 2 y 3, en escala de valores
positivos y negativos en hembras.

Cvl Cv2 CV3
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Tabla 14. Comparacién de variaciones en la forma de Ceroglossus en CV 1, 2 y 3, en escala de valores
positivos y negativos en machos.

CV1 CVv2 CV3
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Tabla 15. Valores P para las pruebas de permutacion de distancias de Procrustes en machos.

Ceroglossus | Ceroglossus | Ceroglossus
buqueti chilensis darwini
Ceroglossus | 0,0060
chilensis
Ceroglossus | <.0001 <.0001
darwini
Ceroglossus | 0,0001 <.0001 0,0010
magellanicus

Tabla 16. Valores P para las pruebas de permutacion de distancias de Procrustes en machos.

Ceroglossus | Ceroglossus | Ceroglossus
buqueti chilensis darwini
Ceroglossus | <.0001
chilensis
Ceroglossus | <.0001 0,0002
darwini
Ceroglossus | 0,0031 0,4127 0,0522
magellanicus

Analisis filogenético

Los resultados del andlisis filogenético sustentan con un Bootstrap mayor al 50% a los grupos
monofiléticos propuestos por Jiroux (2006), donde se encuentran los grupos Ceroglossus
chilensis, Ceroglossus buqueti, Ceroglossus suturalis, y Ceroglossus darwini en ambos
arboles, no asi las relaciones entre especies, la cuales difieren en cada arbol. En el arbol
elaborado por Neighbor-Joining, Ceroglossus chilensis es grupo hermano de Ceroglossus
buqueti + Ceroglossus suturalis (con un soporte de Bootstrap de 66%), mientras que, en el
arbol elaborado por Maxima Verosimilitud, Ceroglossus chilensis es grupo hermano de los

dos anteriores + Ceroglossus darwini (con un soporte de Bootstrap < 50%).

El grupo Ceroglossus chilensis, en cada arbol existe una bifurcacion inicial con un soporte de
bootstrap del 100%, y en cada caso hay un grupo bien definido con un soporte de bootstrap de

71y 60%, respectivamente para el arbol de NJ y el de ML.

El grupo Ceroglossus buqueti, también existe una bifurcacion inicial con un soporte de
bootstrap del 100%, como también la separacion de dos grupos monofiléticos con soportes de

bootstrap mayores al >50%.



El grupo Ceroglossus darwini, en ambos arboles, no presenta monofilia reciproca para las
especies Ceroglossus magellanicus y Ceroglossus darwini, pero si para Ceroglossus speciosus

(esta ultima con un soporte de Bootstrap de 74%).
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Figura n°26. Analisis filogenético de fragmento de gen COI, por método de Neighbor-Joining (A), y
Maéxima Verosimilitud (B), para las especies Ceroglossus chilensis, Ceroglossus buqueti, Ceroglossus
darwini, Ceroglossus magellanicus, Ceroglossus speciosus, Ceroglossus oschenii y Ceroglossus guerini.

Los porcentajes de Bootstrap mayores al 50%, se destacan con color rojo. Los colores de fondo se basan




en los linajes basados en morfologia propuestos por Jiroux (2006), con los grupos: Ceroglossus chilensis

(gris), Ceroglossus darwini (verde), Ceroglossus buqueti (r0jo) y Ceroglossus suturalis (amarillo).

Comparacion entre resultados de morfometria geométrica y analisis

filogenético

,Qué evidencia proporciona para la clasificacion e identificacion de

especies?
La morfometria geométrica establece evidencias de variacion de forma de Ceroglossus, las
cuales pueden llegar a ser muy concretas, al haberse aplicado landmarks que estan situados en
estructuras bien definidas (tergos abdominales, pterotdrax y protorax). Su mayor ventaja,
ademads de proporcionar representaciones visuales Utiles para el andlisis de la morfologia, es la
capacidad de cuantificar tales variaciones, reduciendo la subjetividad de “qué significa que
Ceroglossus posea un adelgazamiento abdominal”, al existir un porcentaje de variacion
asociado a cada componente principal y/o variable candnica. Con el uso de estadistica como
ANOVA o la prueba de permutacion de la regresion multivariada, es posible no s6lo
representar la variacion de forma, sino que también descartar que esa variacion es azarosa,
como también que puede darse por variaciones en el tamafio (que, por la definicién formal de

forma en morfometria geométrica, no puede formar parte de esa variacion).

Para la clasificacion de especies en un grupo taxonémico, como para su identificacion
taxondmica, la morfometria geométrica puede hacer un analisis riguroso de caracteres,
siempre y cuando estos sean seleccionados a partir de la base tedrica de la sistematica,

considerando homologias y significado bioldgico.

El analisis filogenético molecular, si bien puede resultar mucho mas abstracto en el despliegue
de sus resultados, es mucho mas preciso en diferenciar las relaciones entre grupos. A
diferencia de la morfometria geométrica, va mas alld de un modelaje de la variacion a partir de
muestras tomadas, también utiliza la inferencia matematica de parametros de cambio
evolutivo, pudiendo dar cuenta de mucha mayor informacion respecto a como evolutivamente

existe diferenciacion entre grupos.



. Qué tan equiparables son los propdsitos de cada tipo de analisis?
La morfometria geométrica, en este caso, estaba alineada a un propdsito que entraria dentro de
la sistematica, pero no necesariamente se utiliza comunmente para ello, distinto a los andlisis
filogenéticos moleculares, donde practicamente todo su proposito se incluye dentro de la

sistematica (aunque no coincida con otras areas como la fenética o la sistematica evolutiva).

.Cuales son las ventajas y desventajas de utilizar caracteres morfo-

geométricos y moleculares?
Para este caso, fue una ventaja que responde a la necesidad de complementar un analisis
filogenético molecular, pero la desventaja fue que pudo haberse complementado de manera
mas simple utilizando caracteres como las carenas; pero no se tenian los especimenes en

fisico, s6lo las iméagenes.

Respecto al analisis filogenético molecular, debe tenerse un manejo amplio de los modelos
utilizados y en qué caso establecer valores del arbol de cierto tipo u otro. También, el uso de
probabilidades puede llevar a generar hipotesis filogenéticas contradictorias, donde un grupo

es un linaje derivado y otro es ancestral en un arbol, y se invierte en otro arbol.
Discusion
Limitaciones de las muestras utilizadas

No disponer de los especimenes de forma fisica, y s6lo como imagenes en posicion ventral, no
permitio realizar mejores andlisis en morfometria geométrica, asi como una identificacion de

$ex0s mas rigurosa.

La falta de individuos de las especies Ceroglossus darwini'y Ceroglossus magellanicus (tanto
machos como hembras), es limitante para poder realizar afirmaciones de qué caracteristicas
poseen sus morfotipos. Esto también fue limitante en el arbol filogenético, donde individuos
identificados como Ceroglossus darwini pertenecian a dos ramas, siendo una mas cercana a

Ceroglossus magellanicus que a su propia especie.

Respecto al tener una parte de la muestra disponible para realizar andlisis filogenético
molecular, morfometria geométrica o ambos, esto afecta principalmente a la correcta

comparacion entre el arbol filogenético realizado y los componentes principales.



Analisis morfo-geométrico realizado

Caracteres utilizados

Los caracteres utilizados fueron estructuras del abdomen y pronoto en posicion ventral, los
cuales dieron cuenta de variaciones estadisticamente significativas. Considerando que utilizar
otros caracteres podria complementar o cambiar la interpretacion de los resultados, el no

disponer de imagenes en posicion lateral, dorsal y/o patas, fue una limitacion.

Posibles diferencias de forma en las especies estudiadas

Si bien no es posible diferenciar a simple vista las distintas especies de Ceroglossus
estudiadas, gracias a los resultados obtenidos por Procrustes ANOVA y la prueba de
permutacion, estas diferencias son significativas y se puede descartar variacion por azar. Lo
que si se deberia tener en cuenta, es de qué manera esa forma varia para cada especie, pues no
sabemos como el tener méas muestras de Ceroglossus darwini y Ceroglossus magellanicus
podria afectar en los morfotipos que se describieron. Cada especie difiere de manera distinta
en machos y hembras, lo que puede relacionarse al dimorfismo sexual estudiado por Benitez,
Briones, & Jerez (2011), posiblemente influenciado por la seleccion sexual.

Analisis filogenético realizado

Si bien, los dos arboles no coinciden en las relaciones entre grupos, algo que si se puede
asegurar es sobre la monofilia de los grupos Ceroglossus chilensis, Ceroglossus buqueti y
Ceroglossus darwini, pues confirman lo ya obtenido en arboles realizados en otros estudios,
como en Muioz-Ramirez (2015) Okamoto et al. (2001) y Lopez-Lopez et al. (2021). Al igual
que en Lopez-Lopez et al. (2021), la especie Ceroglossus magellanicus no parece diferenciarse
como un grupo monofilético, algo que si pasa con Ceroglossus darwini'y Ceroglossus
speciosus.

Conclusiones

Respecto al objetivo general planteado, se pudo evaluar el uso de anélisis de morfometria
geométrica en la delimitacion taxonémica de las especies Ceroglossus chilensis, Ceroglossus
buqueti, Ceroglossus darwini'y Ceroglossus magellanicus, al describir como los morfotipos
varian en forma segln las especies (tanto en machos como hembras) y comparandolos con los
obtenidos en andlisis filogenéticos moleculares. Respecto a las diferencias de morfotipos
hembras, el ancho y el largo abdominal podrian resultar clave, siendo en Ceroglossus chilensis
y Ceroglossus buqueti mas alargados y angostos que Ceroglossus magellanicus y Ceroglossus

darwini. El arbol filogenético realizado coincide con el analisis de morfometria geométrica,



pues ambos generan una diferenciacion que no permite separar completamente a Ceroglossus

magellanicus y Ceroglossus darwini.

La evaluacion realizada permite validar de forma preliminar que el uso de morfometria
geométrica en la identificacion taxondmica de las especies Ceroglossus chilensis, Ceroglossus
buqueti, Ceroglossus darwini'y Ceroglossus magellanicus, y puede complementar a las
metodologias que cominmente se usan, al cuantificar caracteres morfoldgicos que varian de
forma significativa y al poder visualizar la fuente de tal variacion con los gréaficos de forma,
asi como los andlisis PCA y CVA (como el andlisis de grilla de deformacion y grafico de

alambres).

Como proyecciones para el desarrollo de futuras investigaciones, se proponen ideas como
clasificar e identificar especies con el uso de morfometria geométrica en el género
Ceroglossus, pero considerando la utilizacion de caracteres adicionales, asi como en posicion
dorsal, el uso de otros tipos de andlisis morfo-geométricos no abarcados en este estudio, y la

utilizacion de otras especies.
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