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RESUMEN

Las mariposas presentan una gran diversidad de colores y formas en las alas, por tal
razén han sido objeto de estudio en multiples investigaciones bioldgicas. Varios autores
han reportado polifenismos estacionales y los cambios en patrones de coloracion
inducidos fisiolégicamente mediante choques térmicos y de estrés (e.g. Brakefield y
Larsen, 1984; Hiyama, et al., 2012; Kertész, et al., 2017; Burg y Reed, 2021). En un
bosque estacionalmente seco de Guatemala, observaciones de campo han detectado que
las coloraciones prevalentes de alas de lepidopteros diurnos en la época lluviosa difieren
respecto a las coloraciones prevalentes en la época seca (J. Yoshimoto, observacion
personal). El objetivo de la presente investigacion es explorar si existe un efecto de la
estacion del afio sobre el perfil de coloracion de alas de lepiddpteros diurnos colectados
desde 2011 a 2021 en dos bosques secos de Guatemala: Reserva Natural Heloderma en
Cabarias, Zacapa y Parque Regional Municipal Los Cerritos en Salama, Baja Verapaz. Se
utilizo6 el paquete de R Colordistance (Weller y Westneat, 2019) para cuantificar el perfil
de colores en las alas de mariposas mediante el procesamiento de imagenes calibradas.
Los resultados del analisis de conglomerados y de las pruebas de hipétesis basadas en el
analisis de similitud (ANOSIM) no mostraron una diferencia significativa en las
coloraciones de alas de mariposas entre la época seca y lluviosa, no obstante, si se
detectaron diferencias de coloraciones entre los diferentes meses de colecta. Un hallazgo
interesante de la presente investigacion es que las especies con colores menos conspicuos
(cafés y grises) en la subfamilia Satyrinae de la familia Nymphalidae prevalecen en la
época seca, lo cual sugiere que el cambio drastico en la cobertura vegetal durante la época

seca favorece la prevalencia de mariposas con colores mas cripticos.

PALABRAS CLAVE

Coloracién de alas, Lepidoptera, cuantificacion de color, andlisis de conglomerados,
ANOSIM, bosque estacionalmente seco.



ABSTRACT

Butterflies present a great diversity of colors and morphology on their wings, thereby
being good materials for multiple biological investigations. Several authors have reported
seasonal polyphenisms and changes in color patterns which were physiologically induced
by thermal and stress shocks (e.g. Brakefield & Larsen, 1984; Hiyama, et al., 2012;
Kertész, et al., 2017; Burg & Reed, 2021). In a seasonally dry forest in Guatemala, field
observations have detected that the prevalent colorations of diurnal lepidopteran wings in
the rainy season differ from the colorations prevalent in the dry season (J. Yoshimoto,
personal observation). In the present study | examined whether there is a seasonal effect
on wing coloration of diurnal lepidopterans collected from 2011 to 2021 in two dry
forests of Guatemala: Reserva Natural Heloderma in Cabafias, Zacapa and Los Cerritos
Regional Municipal Park in Salama, Baja Verapaz. The R Colordistance package (Weller
& Westneat, 2019) was used to quantify a color profile in butterfly wings by processing
calibrated images. The results of the cluster analysis and the hypothesis tests based on the
Analysis of Similarity (ANOSIM) showed that there is no significant difference in the
colorations of butterfly wings between the dry and rainy seasons, although significant
differences in coloration were detected among the different months of sampling.
Interestingly, species with less conspicuous colors (browns and grays) in the subfamily
Satyrinae of the family Nymphalidae occurred more in the dry season, suggesting that the
drastic change in vegetation cover during the dry season favors the prevalence of

butterflies with more cryptic colors.

KEYWORDS

Wing coloration, Lepidoptera, color quantification, cluster analysis, ANOSIM, seasonally
dry forest.



.  INTRODUCCION

El orden Lepidoptera es un grupo de insectos con una diversidad de colores y formas
inigualable. La evolucion de las alas cubiertas de escamas, la pigmentacion y los sistemas
de patrones espaciales ha dado lugar a una variedad espectacular de patrones de color de
alas compuestos por varios conjuntos de elementos que evolucionan de forma
independiente (Brunnetti, et al., 2001). A pesar de esta diversidad, las mariposas son
organismos muy homogeéneos, estructural y ecolégicamente hablando, por lo que han sido
utilizados como organismos modelo en una amplia gama de investigaciones en disciplinas

relacionadas (Kristensen, et al., 2007).

A. Antecedentes

1. Informacion general de Lepidoptera
a. Taxonomiay filogenia

El nombre cientifico “Lepidoptera” proviene del latin lepido- y del antiguo griego
lepis-, que significa escamas y -pteron, que significa alas. Es decir, segin su etimologia,

el nombre de este orden significa insectos con alas escamosas (Perveen, 2017).

El orden Lepidoptera es uno de los grupos de organismos mas estudiados, es un orden
rico en especies y su distribucion se extiende hacia casi todas las regiones y habitats. A
pesar de su diversidad inigualable, son insectos mucho mas homogeéneos, estructural y
ecoldgicamente, que los otros grandes grupos. Por tal razon, los lepidépteros se han
utilizado a menudo como organismos modelo en una amplia gama de investigaciones en

disciplinas relacionadas (Kristensen, et al., 2007).

En cuanto a su taxonomia, se ha aceptado que es un grupo monofilético. La principal
linea de evidencia que apoya su monofilia es el conjunto de sinapomorfias presentes en
sus linajes basales. Asimismo, su jerarquia dentro del grupo taxondmico de insectos
(clase Ectognatha) esta bien establecida. Se reconoce a los lepidépteros como grupo
hermano a Trichoptera, con el cual constituye el taxdn Amphiesmenoptera (Kristensen,

1998; Kristensen et al., 2007). Sin embargo, hasta el momento, no se ha realizado una
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filogenia completa para el orden Lepidoptera. Si bien es cierto, algunas familias y
subfamilias han sido investigadas a detalle recientemente (e.g. Pieridae, Nymphalinae,
Riodininae), mediante métodos moleculares, sin embargo, para la mayoria de los otros
grupos (e.g. Lycaenidae), las clasificaciones sistematicas se basan en rasgos morfolégicos

como las escamas (Beck y Fiedler, 2009)
b. Diversidad de mariposas

La diversidad de especies de mariposas en proporcion al area, es considerablemente
maés alta tanto en la region neotropical como en la region indoaustraliana, a comparacion
del resto de regiones biogeograficas (Kristensen, et al., 2007). EI Neotropico alberga la
mayor diversidad de mariposas de cualquier region biogeografica mundial importante
(Heppner, 2004).

CUADRO 1. Distribucion regional de la diversidad de especies de Lepidoptera. PAL:
Paleartico; NEA: Neartico; NET: Neotropical, AFT: Afrotropical; INA: Indoaustraliano

PAL NEA NET AFT INA
Especies 22,465 11,532 44,791 20,491 47,286
Area (mi?) 18,751 8,817 7,202 9,796 7,449
Especies/area 1.2 1.3 6.3 2.1 6.3

Fuente: Kristensen, et al. (2007).
c. Superfamilia Papilionoidea

Coloquialmente, se les conoce como “mariposas diurnas” a aquellas que vuelan de dia,
y “mariposas nocturnas” o “palomillas” a aquellas que vuelan de noche. Sin embargo,
estas no son caracteristicas taxonomicas reales que las separe o agrupe. Aunque hay
muchas especies de mariposas nocturnas que vuelan de dia, se considera que Gnicamente
las mariposas pertenecientes a la superfamilia Papilionoidea (incluye la familia
Hesperiidae; van Nieukerken et al., 2011) son en realidad mariposas diurnas (Murillo,
2008).

Las mariposas diurnas (Lepidoptera: Papilionoidea) cumplen roles ecolégicos muy
relevantes, como la polinizacion floristica, ser alimento para otros animales, regular el

crecimiento foliar de algunas plantas, entre otros (Silva, 2012). Ademas de cumplir una
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funcién importante en la renovacion de la vida silvestre, las mariposas diurnas son
excelentes bioindicadores debido a su alta sensibilidad a cambios de factores ambientales

como la temperatura, precipitacion, nivel de luminosidad y humedad (Legal, et al., 2020).

2. Coloraciony patrones en alas de Lepidoptera
a. El color en organismos bioldgicos

El color es un rasgo que guarda una riqueza de informacion y conocimientos sobre la
biologia de los organismos en temas como el camuflaje, mimetismo, sefializacion,
aposematismo, polinizacion, seleccién sexual, termorregulacion, entre otros (Weller y
Westneat, 2019). Su estudio ha sido muy relevante desde los inicios de la ciencia, por
ejemplo, el uso de fenotipos de color como marcadores genéticos aplicados en el estudio
de los procesos de desarrollo y seleccion natural permitié el surgimiento de los

principales postulados de la genética y evolucién (Caro, et al., 2017).

Mas recientemente, se ha prestado especial atencion a la percepcién del color,
partiendo del principio que otros animales perciben el mundo y los colores de manera
distinta a los humanos, en particular la recepcion de longitudes de onda ultravioleta. A
diferencia de los o0jos de organismos vertebrados, los ojos de la mayoria de los
invertebrados se caracterizan por ser compuestos, compactos y livianos, lo cual les

proporciona un amplio campo de visién con alta resolucién temporal (Caro, et al., 2017).

Ademas de las ventajas metodoldgicas que presenta el estudio de los rasgos de color
en organismos bioldgicos, su aplicacion en la conservacion ha sido desarrollado en dos
ejes principalmente. Primero, se estan desarrollando investigaciones para buscar
soluciones que reduzcan el conflicto entre la vida silvestre y los humanos, basandose en
el principio de la percepcion de color por parte de los animales; por ejemplo, la reduccién
de colision de aves en edificios mediante el uso de vidrios estampados con componentes
reflectores de luz UV (Madliger, et al., 2016). Segundo, las coloraciones llamativas en
organismos como la mariposa monarca (Danaus plexippus) le ha otorgado el papel de
especie bandera para la conservacion a nivel mundial (Caro, et al., 2017).



b. Escamasy coloracion de alas en mariposas

Las escamas de mariposas cubren la cabeza, el torax, el abdomen, las alas y las patas
de estos insectos. En general, pueden ser lamelares o en forma de cuchilla y se fusionan al
cuerpo mediante un pedicelo, mientras que otras escamas especializadas pueden constituir
una apariencia de pelo o caracteristicas sexuales secundarias. Las escamas cumplen una
diversidad de roles, desde ayudar en el vuelo tipo planeo, hasta cumplir funciones de

termorregulacion, produccion de feromonas, aislamiento y proteccion (Perveen, 2017).

El color de las mariposas puede ser el resultado de dos mecanismos: 1) directa:
escamas que contienen los pigmentos de color o 2) indirecta: coloracion estructural de las
escamas mediante mecanismos como cristal foténico y difraccion (Perveen, 2017;
Kertész, et al., 2017). Las células de la escama epidérmica de un ala son
morfoldgicamente homogéneas y "fijadas" en una superficie bidimensional sin migracién
celular cuando se determina el patrén de color. El patron se determina principalmente
inmediatamente antes y después de la pupacion, siguiendo la informacion posicional de
cada célula de la escama (Otaki y Yamamoto, 2004). La coloracién de las alas de
mariposas se debe en gran parte a la melanizacion; la melanina es un polimero complejo
rico en nitrégeno, es un rasgo adaptativo y su sintesis puede verse limitada por la

limitacion de recursos (Echeverria y Hulshof, 2019).

La mayoria de especies de mariposas pueden identificarse mediante el patron de
coloracidn de sus alas, lo que da evidencia de una gran radiacion evolutiva de patrones.
Recientemente, se han desarrollado métodos efectivos que permiten analizar los
mecanismos mediante los cuales se produce la gran diversidad de patrones, su control
genético y evolucion (Westerman, et al., 2018; Sekimura y Nijhout, 2017). En muchos
casos, parece que los patrones de color han evolucionado como resultado de una respuesta

al estrés ambiental (Hiyama, et al., 2012).
C. “Plano base” de mariposas

Schwanwitsch (1924) y Siffert (1927) fueron los primeros en proponer el esquema
denominado “Plano Base de Ninfalidos” (PBN) o “Plano Corporal” (trad. “Nymphalid

Groundplan”, NGP), el cual ha recibido criticas y correcciones en afios posteriores (€.g.



Otaki, 2012). Este esquema establece que los sistemas de patrones de coloracién las
mariposas se componen de un sistema de simetria basico, a partir del cual han surgido
modificaciones que generan la gran diversidad de colores y patrones (Otaki, 2009).
Aunque el esquema originalmente fue nombrado en alusion a la familia Nymphalidae,
recientemente se ha determinado que el mismo PBN es aplicable a todas las mariposas al
menos del clado Macrolepidoptera (Suzuki, 2017). EI PBN propone tres sistemas de
simetria que se disponen de forma paralela uno al lado del otro: los sistemas de simetria
basal, central y de borde; ademas, establece sistemas derivados como las bandas
submarginales (trad. SMB) y marginales (trad. MB) y la banda de la raiz del ala (trad.
WRB) (Otaki, 2008, 2012).

Border symmetry svstem Marginal band system (MBS)

(BoSS) Distal band of the central

Central symmetry system ‘.";‘:‘“"r.‘".;]*“‘"‘td"('b s
((S\) Discal spot (DS) 3 |Elemen CSS
P I Rs Proximal submarginal

band (pSMB)
[No alphabetical assignment]

Basal symmetry . LM
system (BSS) 3

Proximal parafocal __
element (pPFE)
|Element g

Wing root band 3 Y
(WRB) g CuAl

Border ocellus

(eyespot) BoSS
|Element hj

Parafocal element
(distal PFE, dPFE)
|Element i)

\ Submarginal band

CSS ) ! \ (distal SMB, dSMB)
\ |Element j) MBS
BoSS o Marginal band (MB)

|No alphabetical assignment]

FIGURA 1. Plano y nomenclatura de elementos y compartimentos de alas de
Nymphalidae.
Fuente: Otaki (2012).



Se presenta el esquema de PBN propuesto por Otaki (2012) resultante de la revision de
los planos corporales planteados en Nijhout (1991, 2001) y Otaki (2009) (Fig. 1). El
patrén de color en toda el ala se compone principalmente de tres sistemas de simetria: el
sistema de simetria basal (BSS, en azul), el sistema de simetria central (CSS, en morado)
y el sistema de simetria de borde (BoSS, en rojo). Las bandas marginales y submarginales
son consideradas elementos del sistema de bandas marginales (MBS, en verde). La banda
submarginal proximal es parte de la banda distal del sistema de simetria central. También

se muestra la banda de la raiz del ala (WRB, en negro).
d. Aspectos adaptativos y evolutivos de los patrones en las alas

La evolucion de la actividad diurna en lepiddpteros adultos abrié el campo para el uso
generalizado del color como elemento de sefializacion intra e interespecifica. La
diversificacion morfolégica de determinados grupos (e.g. Nymphalidae) ha permitido una
mejor comprension sobre cémo los patrones de coloracién en las alas mediante la
evolucion de adaptaciones como el aposematismo, mimetismo y camuflaje (Penz, 2017).
El mimetismo involucra a un organismo (imitador) que simula sefiales de otro organismo
(modelo) que son percibidas como sefiales de interés por parte de un tercer organismo
(operante/depredador) (Vane-Wright, 1980). Especificamente, el mimetismo batesiano es
muy comun dentro del grupo de mariposas y aparece en casos en el que las especies
apetecibles se protegen de los depredadores debido a su parecido con las especies
aposematicas (Kunte, 2009).

Las mariposas pueden experimentar una rapida evolucién adaptativa. Por lo tanto, los
linajes son capaces de acumular modificaciones sustanciales en los planos de simetria y
elementos sustanciales del patron de las alas en escalas de tiempo relativamente cortas
(Penz, 2017). Asimismo, la alta diversidad de patrones y formas se debe en gran manera a
que son rasgos sujetos a la seleccion natural ejercida por la presion de los depredadores
(Otaki y Yamamoto, 2004).

El PBN ha proporcionado una base para la comprension y revelacion de aspectos
macroevolutivos de los patrones de coloracion de las alas de mariposas (e.g. patrones de



camuflaje en Suzuki, 2017). Dichos fundamentos de morfologia comparada basada en
PBN para identificar elementos homdlogos entre especies, en combinacion con métodos
comparativos filogenéticos, ha permitido revelar los pasos evolutivos secuenciales que
han dado lugar a patrones especiales en algunas especies, como la imitacion de hojas
(Suzuki, 2017).

e. Induccion de cambios de coloracion y morfologia en alas de mariposas
Retomando el tema del PBN, se cree que cada sistema de simetria se forma a partir de

la informacién posicional que se especifica mediante un gradiente del morfogeno putativo

emitido en el estado larval y de pupacién (Otaki, 2008). Bajo tal principio, las alas de las

mariposas han sido sometidas a extensas manipulaciones experimentales (Otaki, 2004).

Los cambios morfoldgicos en las alas de mariposas pueden generarse a partir de: la
induccion de un shock térmico, ya sea con choque frio (Nijhout, 1984) o con choque de
calor (Otaki, 2007); la induccidn de quimicos tales como el tungstato de sodio (Otaki y
Yamamoto, 2004). Estos tratamientos fisioldgicos pueden transformar patrones de color
normales estereotipados en patrones inusuales o modificados (Otaki, 2008). Los
mecanismos detras de dichos cambios inducidos han sido objeto de estudio para muchas
investigaciones, y se ha descrito que, en su mayoria, el mecanismo de accion de los
inductores trabaja a nivel hormonal de las mariposas. Por ejemplo, la secrecidn endocrina
de CSH (hormona del choque por frio) es sensible a una amplia gama de choques de
temperatura, lo que luego afecta la interpretacion celular de la informacién posicional del

ala que se emite desde las ubicaciones focales (Otaki, 2007).

3. Polifenismo estacional en mariposas

El polifenismo es el fendmeno en el que dos o mas fenotipos distintos son producidos
por el mismo genotipo. Estos fenotipos diferenciales pueden ser: estacionales,
dependientes de la densidad, seleccionados sexualmente y por la dieta (Simpson y Sword,
2011). Los polifenismos pueden surgir a partir de una norma de reaccion cuando el
ambiente es discontinuo o a partir de cambios en las vias de desarrollo que producen una

norma de reaccion discontinua (Nijhout, 2003).



El término “polifenismo estacional” hace referencia a un fenotipo o patréon que se
repite anualmente en generaciones sucesivas bajo la presion de algun control ambiental
(Brakefield y Larsen, 1984). Las mariposas tienen tiempos de vida cortos, lo que implica
que pueden vivir toda su vida en una misma temporada o estacion climatica. Asimismo,
las generaciones que emergen en diferentes estaciones estan expuestas a entornos
ecosistémicos muy diferentes y por consiguiente, se veran afectadas por presiones
selectivas diferentes también. La combinacion de estos factores promueve la evolucion de
polifenismos estacionales, que son un tipo de plasticidad fenotipica adaptativa que
responde a los ambientes predecibles y recurrentes, pero alternativos que las diferentes

generaciones experimentan en diferentes épocas del afio (Monteiro, 2017).

Se ha reportado que los polifenismos estacionales en los patrones de coloracién son el
producto de cambios en el tiempo de secrecidén de hormonas como la ecdisona, una de las
principales hormonas involucradas en la muda de los insectos (Burg y Reed, 2021). En
ese sentido, los patrones de polifenismo observados en algunas mariposas, pueden
considerarse una expresion de heterocronia plastica, lo que implica que el sistema de
patrones puede evolucionar para refinar o alterar ain mas el fenotipo modificado
(Nijhout, 2017).

Brakefield y Larsen (1984) condujeron uno de los estudios pioneros sobre los
polifenismos estacionales que exhiben algunas especies de mariposas (Melanitis leda,
Orsotrioena medus y Junonia almana). Sus resultados demuestran que, en la época
lluviosa, estas mariposas tienden a mostrar patrones prominentes de manchas oculares
marginales, que cumplen la principal funciéon de ahuyentar a ciertos depredadores.
Contrariamente, en la época seca tienen a mostrar manchas muy pequefias o nulas y son
totalmente cripticas. En ese sentido, los autores hipotetizan que los fenotipos alternativos
representan respuestas a las diferencias de comportamiento, medio ambiente y naturaleza

de la depredacion (Brakefield y Larsen, 1984).

Mas recientemente, se reporté que algunos patrones de color de las alas y aberraciones
en el fenotipo pueden producirse fisiologicamente en respuesta al estrés ambiental, y
pueden carecer de una funcion significativa. Este hallazgo se determino a partir del

andlisis de otros tres casos especificos: 1) induccion de patrones de color modificados en
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Vanessa indica a partir de tratamientos de temperatura; 2) induccion de patrones de color
modificados en Vanessa cardui a partir de tratamientos de estrés; y 3) migracion de
Zizeeria maha a sitios con temperaturas mas bajas ha resultado en fenotipos similares a

los inducidos mediante shocks de temperatura (Hiyama, et al., 2012).

Se ha descrito que los polimorfismos observados en mariposas pueden ser el resultado
de mecanismos que estdn regulados por variaciones en los patrones de secrecidn
hormonal y patrones de desarrollo, que se ven afectados por variables como la
temperatura, dieta, fotoperiodo, pH, entre otros. Por ejemplo, un polifenismo estacional
puede ser una adaptacion al frio o al estrés por nutrientes, pero tipicamente es inducido
por un cambio en el fotoperiodo (Nijhout, 2003). Tales variables ambientales se traducen
sefiales endocrinas, encargadas de activar las vias de desarrollo alternativas. Los rasgos
del patrén de las alas (color, forma del ala y tamafio de las manchas oculares) pueden
evolucionar de forma independiente para responder a estas sefiales endocrinas, lo que
permite una mejor adaptacion a las condiciones especificas de la época o estacion del afio
(Burg y Reed, 2021).

La evolucion de estas adaptaciones fenotipicas puede seguir dos caminos: 1) resultar en
la fijacion del fenotipo en una poblacion, eliminando por lo tanto, su plasticidad; o bien,
2) resultar en la explotacion de la plasticidad. Si la sensibilidad fenotipica a la variacion
estacional afecta negativamente el fitness (trad. aptitud) de una especie, lo més plausible
es que serd eliminada por la evolucion de mecanismos que reduzcan la sensibilidad del

fenotipo a una variable ambiental particular (Nijhout, 2003).
4. Efectos del cambio climatico

El cambio climatico y sus efectos han sido objeto de estudio en infinidad de
investigaciones en las Ultimas décadas. Se predice que este fendmeno serd de las
principales causas de extincion, puesto que afecta directamente la distribucion de las
especies, su fenologia, la composicién de especies y la interaccidn bidtica en la biosfera
(Kwon, et al., 2021). En ese sentido, ha habido un creciente interés en investigar los
posibles efectos de los factores ambientales inducidos por el cambio climatico sobre los
insectos (Rodrigues y Beldade, 2020) y méas especificamente con mariposas, tanto a nivel



de individuo, como de poblacién (Klockmann, et al., 2017; Echeverria y Hulshof, 2019;
MacLean, et al., 2019; Davies, 2018; Kwon, et al., 2021; Crossley, et al., 2021; Bonoan,
et al., 2021; Zografou, et al., 2021).

De lo anterior, han resultado hallazgos muy relevantes, la mayoria indicando un futuro
negativo para las mariposas ante los escenarios del cambio climético. Por ejemplo, se
determind que los efectos de estrés por calor en la etapa de huevo durante el desarrollo de
Bicyclus anynana ocasionan una disminucion en la supervivencia, crecimiento y masa
corporal (Klockmann, et al., 2017). Ademas, se ha reportado que en varias mariposas
silvestres, las temperaturas mas altas durante la etapa tardia de las larvas tempranas y el
desarrollo de las pupas después de la diapausa adelantan la emergencia de las mariposas,
mientras que las temperaturas mas altas al inicio del periodo de enfriamiento lo retrasan
(Davies, 2019). Muchos estudios se han enfocado en los efectos del cambio climatico en
la fenologia de lepiddpteros. En general, sus hallazgos sugieren que los rasgos de las
especies dan forma a las respuestas fenoldgicas de las mariposas al cambio climéatico y

estan vinculados a importantes impactos en la comunidad (Zografou, et al., 2021).
5. Las colecciones bioldgicas

Las colecciones bioldgicas han surgido como una alternativa prometedora a las
colecciones de campo para comprender los patrones macroecoldgicos. Los esfuerzos
internacionales de digitalizacion han puesto a disposicion del pablico millones de
imagenes estandarizadas de lepidopteros de todo el mundo (Echeverria y Hulshof, 2019).
El acceso a estas fuentes de informacion ha resultado en numerosas investigaciones que
buscan monitorear los cambios morfoldgicos y en coloracion en determinadas especies de
mariposas a través del tiempo (e.g. Echeverria y Hulshof, 2019; MacLean, et al., 2019;
Kwon, et al., 2021).

Algunos ejemplos de investigaciones pioneras en el uso de colecciones de mariposas
para el monitoreo de cambios morfologicos a través del tiempo son: el uso de colecciones
de museos digitalizadas para comprender los efectos del habitat en la coloracion de las
alas de la monarca puertorriquefia (Echeverria y Hulshof, 2019) y el uso de especimenes
de museo para rastrear cambios morfoldgicos a través del cambio climéatico (MacLean, et
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al., 2019). La ventaja de ambas metodologias es que se puede abarcar una cantidad
significativa de afios (e.g. hasta 60 afios de informacion disponible), con el fin de obtener
resultados informativos sobre los efectos netos del cambio climético en la coloracién e
incluso tamafo de alas de mariposas. Los hallazgos de ambas investigaciones reportan
cambios en el melanismo de las alas. Se sugiere que estos cambios en la concentracion de
melanina se deben a la reducida o aumentada absorcion de la radiacion solar y, por lo
tanto, representan un riesgo de sobrecalentamiento o enfriamiento, dependiendo del
contexto (Echeverria y Hulshof, 2019; MacLean, et al., 2019).

6. Estudios de mariposas en Guatemala

La region Neotropical alberga la mayor diversidad de lepidopteros (e.g., Heppner,
2004), por tal razon ha sido objeto de estudio por muchos afios. A pesar de su importancia
como medida ecoldgica, pocos estudios han documentado la distribucion de la
abundancia de especies en el espacio y tiempo de las comunidades tropicales (Devries y
Walla, 2001). En el contexto guatemalteco, se han realizado relativamente pocos estudios
que aborden la diversidad faunistica de lepidopteros (Austin, et al., 1996, 1998; Salinas-
Gutiérrez, et al. 2009, 2012; Yoshimoto, et al., 2018, 2019, 2021).

Austin et al. (1996) reportan 535 especies de Papilionoidea (incluyendo Hesperiidae;
van Nieukerken, et al., 2011) de la regién norte del pais, lo cual formo el primer
inventario que comprende varios afios de colecta de mariposas para Guatemala. Desde
entonces, se han realizado investigaciones de mariposas diurnas, creando las listas de
especies de Hesperiidae a nivel nacional (Austin, et al., 1998; Barrios, et al., 2006) y los
inventarios de Papilionoidea a nivel regional (Salinas, 2010; Yoshimoto, et al., 2018,
2019, 2021). Sin embargo, hay algunos esfuerzos cientificos con mariposas nocturnas
también. Tal es el caso de Monzén y Haxaira (2006), quienes reportaron un listado de 137
especies de mariposas nocturnas de la familia Sphingidae, y Monzén, et al. (2010) que
presentaron un listado de 163 especies de mariposas de las familias Sphingidae, Arctiidae

y Saturniidae para la Reserva Refugio del Quetzal, Suchitepéquez, Guatemala.

Los bosques secos en Guatemala son un ecosistema peculiar con alta biodiversidad
(CONAP-ZOOTROPIC-CECON-TNC, 2011; Ariano-Sanchez y Salazar, 2015). Se han
realizado muestreos de mariposas diurnas principalmente en dos bosques secos de
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Guatemala: en el Valle del Motagua, Zacapa (Yoshimoto, et al., 2019) y en el Parque
Municipal Regional Los Cerritos, Baja Verapaz (Yoshimoto, et al., 2018). Los resultados
de ambas investigaciones sustentan que existe una alta riqueza de mariposas, registrando
un total de 139 y 166 especies, respectivamente (Yoshimoto, et al., 2022). En todas estas
investigaciones, generalmente hay reportes nuevos de especies para el pais, indicando que

mas esfuerzos de investigacion son necesarios.

7. Especies de estudio

a. Familia Nymphalidae

La familia Nymphalidae agrupa alrededor de 7200 especies cosmopolitas con una
distribucion que abarca todos los habitats, exceptuando la Antartida y el Artico (Freitas y
Brown, 2004; Chacén y Montero, 2007). Su filogenia y las discusiones sobre sus
clasificaciones taxondmicas inferiores han variado, entre ellos, Freitas y Brown (2004)
proponen la clasificacion en 13 subfamilias, reconocidas como monofiléticas, a excepcion

de Biblidinae y Satyrinae, que se proponen como grupos parafiléticos.

Los adultos de esta familia varian de tamafios pequefios a muy grandes (25-130 mm) y
se caracterizan por tener las patas anteriores reducidas, dando la apariencia de tener
solamente cuatro. En su mayoria son nectarivoros, pero hay algunas especies que

consumen savia, liquido de frutas fermentadas, carrofia y heces (Yoshimoto, et al., 2015).

En Guatemala se han reportado al menos 337 especies de ninfalidos (Salinas-Gutiérrez,
et al., 2012; Salinas-Gutiérrez, 2013), lo que la hace la segunda familia mas diversa de
mariposas diurnas en Guatemala (la primera es Hesperiidae) (Yoshimoto, et al., 2015).
Dentro de las seis familias reportadas en el bosque seco de Guatemala, la familia
Nymphalidae es la mas rica en Los Cerritos y la segunda mas rica en la Reserva
Heloderma (Yoshimoto, et al., 2022). Se tiene registro de 66 especies de ninfalidos que
habitan en estos dos sitios, las cuales se distribuyen en nueve subfamilias: Libytheinae,
Biblidinae, Cyrestinae, Charaxinae, Danainae, Heliconiinae, Limenitidinae, Nymphalinae
y Satyrinae (Yoshimoto, et al., 2022). En cuanto a la fenologia de los ninfalidos, se ha
reportado un patron estacional, en donde la riqueza de especies aumenta
considerablemente en junio, alcanza un pico en septiembre y disminuye bruscamente en
noviembre (Yoshimoto, et al., 2019).
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b. Género Urbanus (Hesperiidae: Eudaminae)

La familia Hesperiidae agrupa aproximadamente a 4000 especies distribuidas en 567
géneros a nivel mundial. Los lepiddpteros de esta familia son comunmente Ilamados
“mariposas saltadoras”, tienen tamafios de pequefios a medianos (20-60 mm), un cuerpo
robusto y velloso, una cabeza ancha y antenas separadas en la base (Yoshimoto, et al.,
2015). Son tan diferentes del resto de mariposas, que solian agruparse aparte en la
superfamilia Hesperioidea; sin embargo, en el presente estudio se incluye la familia
Hesperiidae en la superfamilia Papilionoidea, segun van Nieukerken et al. (2011). Los
hespéridos visitan desde terrenos abiertos con flores abundantes, hasta sitios con
vegetacion densa. Son especies nectarivoras y en ocasiones se alimentan de estiércol
(Yoshimoto, et al., 2015). En Guatemala, hay alrededor de 400 especies registradas
(Austin, et al., 1998; Barrios et al., 2006).

Dentro de Hesperiidae, el género Urbanus pertenece a la subfamilia Eudaminae, y se
agrupa en el clado con el género Telegonus y a su clado hermano de Cecropterus spp. de
la subtribu Eudamina (Li, et al., 2019). Existen 37 especies de Urbanus a nivel mundial,
de las cuales cinco han sido reportadas en el bosque seco de Guatemala (Yoshimoto, et
al., 2022). Este género presenta mucha diversidad interespecifica, pues hay especies que
presentan coloraciones muy metélicas en el dorso, mientras que otras presentan colores
mas cripticos (Fig. 2). Para este analisis se seleccionaron las tres especies que disponian
con un mayor nimero de ejemplares dentro de la coleccion: Urbanus dorantes dorantes
(Stoll, 1790), Urbanus esmeraldus (Butler, 1877) y Urbanus viterboana (Ehrmann,
1907).
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FIGURA 2. Urbanus dorantes dorantes, macho (A) y hembra (B); Urbanus esmeraldus,
macho (C) y hembra (D); Urbanus viterboana, macho (E) y hembra (F). Todas las
fotografias muestran ambos lados de la mariposa (izquierda: vista dorsal; derecha: vista
ventral).

Fuente: Warren, et al. (2017).
c. Género Pyrisitia (Pieridae: Coliadinae)

La familia Pieridae agrupa a lepidopteros de mediano a gran tamafio (30-90 mm) con
coloraciones entre blancas y amarillas, tienen un vuelo &gil y visitan con regularidad
flores de plantas herbaceas y arbustivas (Yoshimoto, et al., 2015). Actualmente
comprende alrededor de 1,000 especies clasificadas en 85 géneros y 4 subfamilias a nivel
mundial. Watt (1969) reporté que algunas especies de Pieridae como Colias eurytheme y
Nathalis iole muestran un aumento de la deposicion de melanina en los adultos de
estacion fria, causando un polimorfismo de color estacional. Se ha sugerido que este
fendmeno evoluciono para maximizar la absorcion de calor solar en las estaciones frias y

minimizar el sobrecalentamiento en las estaciones calidas.

De acuerdo con la clasificacion sisteméatica con soporte molecular propuesta por
Wahlberg, et al. (2014), los géneros Eurema y Pyrisitia, son grupos hermanos dentro de
uno de los dos clados monofiléticos de la subfamilia Coliadinae. Las mariposas del
género Pyrisitia habitan en areas abiertas y son comunes en pastos Yy tierras de cultivo.
Todas las especies de este género son facilmente reconocibles por su pequefio tamafio y

por la coloracion amarilla, anaranjada o blanca de sus alas con un margen negro. Los
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machos a menudo son mas brillantes y pueden agregarse en suelo himedo para absorber
sustancias minerales (Krenn, et al., 2010). Para el propdsito de esta investigacion, se
utilizaran todas las especies del género que se colectaron en la Reserva Heloderma y Los
Cerritos: Pyrisitia proterpia (Fabricius, 1775), Pyrisitia dina westwoodi (Boisduval,
1836) y Pyrisitia nise nelphe (R. Felder, 1869).

FIGURA 3. Pyrisitia proterpia, macho (A) y hembra (B); Pyrisitia dina westwoodi,
macho (C) y hembra (D); Pyrisitia nise nelphe, macho (E) y hembra (F). Todas las
fotografias muestran ambos lados de la mariposa (izquierda: vista dorsal; derecha: vista
ventral).
Fuente: Warren, et al. (2017).

d. Género Hemiargus (Lycaenidae: Polyommatinae)

La familia Lycaenidae engloba especies que se caracterizan por tener alas pequefias
(20-50 mm), comunmente con coloraciones metélicas en la parte dorsal y por ser
nectarivoras. Ademas, presentan apéndices posteriores que, al posarse con las alas
plegadas, dan la apariencia de ser antenas. En Guatemala hay 164 especies de licénidos

reportados (Yoshimoto, et al., 2015).

Se ha reportado que las mariposas del género Hemiargus y otros licénidos de climas
maés frios tienen una emisividad de infrarrojo méas baja que las mariposas de climas méas
calidos (Krishna, et al., 2021). Esta ventaja adaptativa permite que para las de clima frio,
se limite la pérdida de calor y para las de climas calidos se mejora el enfriamiento

radiativo. Se sugiere que tal diferencia en emisividad se relaciona con diferencias en
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coloracion y microestructuras del ala de estos lepiddpteros (Krishna, et al., 2021). Las
especies seleccionadas para esta investigacion son: Hemiargus ceraunus astenidas
(Lucas, 1857) y Hemiargus hanno hanno (Stoll, 1790), las cuales cuentan con un mayor

nimero de especimenes colectados.

FIGURA 4. Hemiargus ceraunus astenidas, macho (A) y hembra (B) y Hemiargus hanno
hanno, macho (C) y hembra (D). Todas las fotografias muestran ambos lados de la
mariposa (izquierda: vista dorsal; derecha: vista ventral).

Adaptado de: Warren, et al. (2017).

B. Justificacion

El color es un rasgo rico en informacién y ha proporcionado innumerables
conocimientos en biologia, en aspectos como el camuflaje, mimetismo, polinizacion,
sefializacion, atraccién de pareja, infeccion por patdgenos y termorregulacion. Ademas, es
un dato que se puede colectar de formas no invasivas para el organismo (Weller y
Westneat, 2019). El sistema de alas de mariposa también tiene muchas ventajas
metodoldgicas sobre otros sistemas bioldgicos. Por ejemplo, las células de la escama
epidérmica son en gran parte homogéneas y fijadas en una superficie bidimensional, lo

que facilita determinar el patron de color de manera precisa (Otaki y Yamamoto, 2004).

El Dr. Jiichiro Yoshimoto ha trabajado mas de diez afios con lepidopteros del bosque

seco de Guatemala (Yoshimoto et al., 2022). Dicho ecosistema se caracteriza por una alta
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diversidad de mariposas, de las cuales se ha reportado un patrén estacional marcado, en
donde hay mayor riqueza de especies en la época lluviosa, respecto a la época seca
(Yoshimoto, et al., 2018, 2019). A través de sus estudios ha observado que las especies
que salen en la época lluviosa tienden a tener colores méas llamativos y metélicos que las
de la época seca. Se hipotetiza que esta diferencia de coloracion podria estar relacionada
con las condiciones ambientales de cada estacion del afio, sin embargo, es necesario
cuantificar el perfil de coloracion de las alas de estas mariposas para evaluar si hay alguna
correlacion que pueda ser validada. Entender si existe algin patron de coloracion en las
alas de mariposas que se correlacione con la época del afio, tendrian muchas
implicaciones a nivel de la ecologia de las especies de lepidopteros (e.g. estrategias
defensivas contra depredadores) y su conservacion a la luz de los posibles efectos del

cambio climético sobre los patrones y colores en las alas de mariposas.

Se ha reportado que la plasticidad fenotipica juega un papel importante en la evolucion
del patron de color de las alas de las mariposas (Hiyama, et al., 2012). Ha habido varios
estudios pioneros que reportan cambios de patrones de color inducidos fisiologicamente
mediante shocks térmicos (Otaki, 2007), sometimiento a algun factor de estrés
(Brakefield y Larsen, 1984), regulacion de la expresion de ciertos genes (Westerman, et
al., 2018) e inyeccion de inhibidores como el tungstato sédico (Otaki, et al., 2004). Por
otro lado, el polifenismo estacional en patrones de coloracién de alas de mariposas ha
sido abordado en algunas investigaciones anteriores (Brakefield y Larsen, 1984; Kertész,
et al. 2017; Burg y Reed, 2021). Sin embargo, sigue siendo un area muy poco explorada
a nivel nacional y hay un vacio de informacion en cuanto al valor adaptativo de estos

cambios de coloracién.

La mayor limitante de las investigaciones que buscan asociar cambios en el fenotipo de
las mariposas con ciertas variables ambientales es el tamafio de la muestra. Generalmente,
tales estudios evallan datos de colectas en campo que corresponden a un esfuerzo de
muestreo de un par de meses o0 a lo sumo, un par de afios. Sin embargo, cuando el fin es
inferir sobre patrones macroecoldgicos y tendencias a largo plazo en poblaciones enteras
de lepiddpteros, la muestra obligatoriamente debe ser mayor, y abarcar un lapso de

tiempo mas grande (Grabowski y Porto, 2017). Ante esta problematica, los esfuerzos
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internacionales de digitalizacion y los repositorios de colecciones bioldgicas representan
una alternativa prometedora para comprender estos patrones macroecologicos (Echeverria
y Hulshof, 2019; MacLean, et al., 2019; Kwon, et al., 2021). Por tal motivo, esta
investigacion plante6 el uso de los datos de la Coleccion de Artropodos de la Universidad
del Valle de Guatemala (UVGC), que representan décadas de esfuerzos de colecta en
campo y preservacion de especimenes, con el fin de sentar los precedentes de una

investigacion replicable y con el potencial de ser continuada en los siguientes afios.

Se cuantificaron los colores de las alas de mariposas disponibles en la UVGC
provenientes de la Reserva Heloderma y de Los Cerritos mediante una aproximacion de
procesamiento de iméagenes: Colordistance. Cd es un paquete de R para procesar
imagenes de organismos con el fin de cuantificar perfiles de color, recopilar datos de
rasgos de color y comparar paletas de colores sobre la base de la similitud y la cantidad
de colores (Weller y Westneat, 2019). A través de este enfoque se buscd comparar los
patrones de coloracion de las alas de mariposas del bosque seco, colectadas durante los
meses de noviembre a abril (época seca) y las colectadas durante los meses de mayo a
octubre (época lluviosa) de 2011 y 2021. Con la informacion obtenida se propusieron
razones adaptativas y ecologicas plausibles que expliquen la relacion observada y
contribuir al conocimiento del polimorfismo estacional y fenologia de las mariposas del
bosque seco de Guatemala.
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C. Objetivos

1. Objetivo general

Explorar si existe un efecto de la estacion del afio sobre el perfil de coloracién de alas
de lepidopteros diurnos colectados (2011-2021) en dos bosques secos de Guatemala:

Reserva Heloderma en Cabafias, Zacapa y Los Cerritos en Salama, Baja Verapaz.

2. Objetivos especificos

Cuantificar el color de las alas de los especimenes de la familia Nymphalidae y de los
géneros Pyrisitia, Hemiargus y Urbanus, preservados en la Coleccion de Artropodos de
la Universidad del Valle de Guatemala (UVGC) aplicando el método de Colordistance

(Weller y Westneat, 2019) basado en el procesamiento de imagenes.

Determinar cuéles son las coloraciones prevalentes de alas de ninfalidos en la época

seca y en la época lluviosa en el bosque seco de Guatemala.

Establecer si existe alguna variacion cromatica inter- o intraespecifica en el perfil de
coloracion de las alas que se atribuya a la variable estacional en Pyrisitia, Urbanus y

Hemiargus.

D. Hipdtesis

Los perfiles de coloracion de alas de lepidopteros colectados en Los Cerritos, Salama,
Baja Verapaz y en Reserva Heloderma, Cabafas, Zacapa, durante la época seca se
diferenciaran de los perfiles de coloracion de los lepiddpteros colectados durante la época
lluviosa en el periodo comprendido entre 2011 y 2022, presentando los segundos,

coloraciones mas llamativas y metélicas.
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II. MARCO METODOLOGICO

El presente analisis corresponde a una investigacion cuantitativa del tipo correlacional,
pues se plantea trabajar exclusivamente con operacionalizaciones de medida. La
investigacion no requiere de la manipulacion artificial de ninguna variable, por lo que no
es una investigacion meramente experimental. La ventaja inminente del tipo de estudio
correlacional es que el contexto de investigacion es mas natural y, por lo tanto, hace que

tengan una mejor validez externa ecoldgica (Arguibay, 2009).

A. Localidad de estudio

1. Parque Regional Municipal Los Cerritos, Baja Verapaz

El primer sitio de colecta es un bosque del Parque Municipal Regional Los Cerritos,
ubicado en el municipio de Salamd, en el departamento de Baja Verapaz, con las
coordenadas 90°18'W, 15°05'N. El sitio se encuentra a una elevacion entre los 960 y 1160
msnm Yy tiene una extension territorial de aproximadamente 69 ha. ElI promedio anual de
precipitacion es de 1160 mm y el promedio anual de temperatura es de 21°C. La estacion
lluviosa es de mayo a octubre, y la estacion seca es de noviembre a abril con menos de 50
mm de precipitacion mensual (ver Fig. 1 de Yoshimoto, et al., 2018), lo cual corresponde
a la definicion del bosque tropical estacionalmente seco (4 a 6 meses al afio con menos de
100 mm de lluvia; Dirzo et al., 2011). La vegetacién dominante estd compuesta por
varias especies de las familias Fabaceae y Cactaceae (Yoshimoto y Ariano, 2017
Yoshimoto, et al., 2018).

20



(a) (b)

FIGURA 5. Fotografias del paisaje del Parque Municipal Regional Los Cerritos, Salam4,
en: a) época seca y b) época lluviosa.
Fuente: Yoshimoto, et al. (2018).

2. Reserva Natural Heloderma, Zacapa

El segundo lugar de colecta para este estudio es un bosque de la Reserva Natural
Heloderma, en el municipio de Cabafias, departamento de Zacapa, ubicado al oriente del
Valle del Motagua en Guatemala. Las coordenadas del lugar son 89°47'O, 14°53'N y se
encuentra a una elevacion entre los 510 y 790 msnm. La Reserva cuenta con una
extension de 58 ha (Yoshimoto, et al., 2019).

El sitio cuenta con una precipitacién promedio anual de 815 mm, temperatura de
26.9°C, humedad relativa de 71% y evapotranspiracion de 1798.8 mm (Ariano-Sanchez y
Salazar, 2015). Se distinguen dos épocas: la estacion lluviosa que dura de mayo a octubre,
y la seca de noviembre a abril con menos de 50 mm de precipitacion mensual (ver Fig. 3
de Yoshimoto, et al., 2019); por lo cual este sitio también se clasifica como un bosque
tropical estacionalmente seco (Dirzo et al., 2011). La vegetacién de la Reserva esta
dominada por plantas como Roble (Bucida macrostachya, Combretaceae), Quebracho
(Lysiloma divaricatum, Mimosaceae), Yaje (Leucaena collinsii, Mimosaceae), Tuno de
Organo (Stenocereus pruinosus, Cactaceae) y Fruta de Cabro (Karwinskia calderonii,

Rhamnaceae) (Ariano-Sanchez y Salazar, 2015).
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FIGURA 6. Fotografias del paisaje de la Reserva Natural Heloderma, Zacapa, en: a)

época seca y b) época lluviosa.
Fuente: Yoshimoto, et al. (2019).
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FIGURA 7. Mapa de las dos localidades de bosque seco utilizadas en este estudio:
Reserva Natural Heloderma (Cabafas, Zacapa) y Parque Regional Municipal Los Cerritos

(Salamé, Baja Verapaz).
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B. Fotografias y calibracion

Se tomaron fotografias de cada ejemplar preservado en la Coleccion de Artropodos de
la Universidad del Valle de Guatemala, a cargo del Dr. Jiichiro Yoshimoto, de: 1) la
familia Nymphalidae y 2) los géneros Pyrisitia, Urbanus y Hemiargus. Se incluyeron en
el analisis todos los especimenes colectados entre el periodo de 2011 a 2021 de Los
Cerritos y la Reserva Heloderma. Las fotografias se realizaron con una camara CANON
EOS 700D y un lente de 50 mm, sobre un fondo gris estandar de 30x30 cm, montado en
una base de duroport pegada al fondo de una caja de luz de 32 cm? (Troscianko y Stevens,
2015; Echeverria y Hulshof, 2019). Se fotografié tanto la vista dorsal como la vista
ventral de cada ejemplar, sumando un total de 2 fotografias por espécimen. El encuadre
de cada imagen constd del ejemplar posicionado con un alfiler al centro, las etiquetas de
identificacion en la esquina inferior derecha y una escala de medicion en centimetros
dispuesta horizontalmente en la parte inferior (Fig. 8). La iluminacion se ajusté con 2
lamparas de escritorio con cabezal inclinable posicionadas una a cada lado de la caja de
luz.

Para la correccion de color de las imagenes se utilizd una tarjeta de color estandar
ColorChecker ® Classic, marca X-Rite, la cual se fotografié bajo los mismos parametros
que los especimenes entre intervalos de 10-15 fotografias de mariposas (Apéndice 1). Se
utilizé el programa ColorChecker Passport (version de Windows) para crear un perfil
DNG por cada fotografia de la tarjeta de color que representara una Unica condicion de
iluminacion y configuracidn de camara. Los perfiles creados, se importaron en Lightroom
Classic (version 11.5) y se aplicaron manualmente durante la revelacion de las fotografias
de cada ejemplar. Las fotografias reveladas se exportaron como JPG. Durante la limpieza
de fotografias se descartaron aquellas con ejemplares que presentaran dafios estructurales
significativos (mas del 30% del area de las alas) (Apéndice 2).

Las fotografias reveladas en alta resolucion se importaron al programa Adobe
Photoshop (version 22.5.1). Con la caja de herramientas de recorte se procedio a
enmascarar el fondo de cada una de las fotografias, de manera que quedara solo la
mariposa sobre un fondo de color verde uniforme, con el codigo R:0, G: 255, B:0 (Fig. 9)

(Weller y Westneat, 2019). Al terminar de recortar el fondo, cada imagen se export6 en
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formato PNG y se guard6 bajo un codigo Unico con el nombre de la especie (o familia en

caso de los ninfalidos) y un ndmero correlativo para cada set de imagenes.

Simultaneamente se prepard una base de datos en Excel que contiene toda la informacion
sobre cada ejemplar: 1) Nombre de archivo, 2) Especie, 3) Subespecie (si aplica), 4) Vista
(dorsal o ventral), 5) Cdédigo de catalogo (ej. UVGC0007241), 6) Codigo personal del
colector (ej. M0147), 7) Sitio de colecta, 8) Fecha de colecta, 9) Epoca de colecta (seca o
lluviosa), 10) Sexo (si aplica).
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FIGURA 8. Ejemplo de composicién y arreglo estandarizado para la toma de fotografias
de lepiddpteros: vista dorsal (izquierda) y ventral (derecha) de Siproeta stelenes

(Nymphalidae)

FIGURA 9. Ejemplo de fotografia de Siproeta stelenes enmascarada sobre un color verde
uniforme (R: 0, G:255, B:0) procesada en Adobe Photoshop.
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C. Cuantificacion de color

Se instalaron las librerias asociadas al paquete Colordistance de R v.4.0.2 (2020-06-
22). Se descarg6 una distribucion estable del paquete Colordistance de forma gratuita en

https://CRAN.R-project.org/package=colordistance. Material adicional sobre la version

de desarrollo, las instrucciones de instalacion y un foro de comentarios y sugerencias
estan disponibles en https://github.com/hiweller/ colordistance (Weller y Westneat,
2019). El Cuadro 2 muestra un resumen adaptado de Weller y Westneat (2019) sobre

ocho de las 29 funciones del paquete Colordistance.

CUADRO 2. Funciones basicas del paquete Colordistance y su descripcion.

Funcion Descripcion

loadimage Importa la imagen como una matriz 3D y genera una matriz de

pixeles 2D filtrada de objetos no enmascarados

convertColorSpace Convierte pixeles entre diferentes espacios de color (CIE Lab,
RGB y HSV)

plotPixels Traza pixeles de una imagen en el espacio de color

getImageHist y getHistList Genera un histograma 3D basado en la distribucién del color en

una imagen (o una lista de histogramas para un conjunto de
imagenes)

getKMeanColors y get KMeansL.ist Genera agrupaciones de colores utilizando agrupacion de k-means
para una imagen (0 una lista de agrupaciones para un conjunto de
imagenes)

combineList Combina una lista de caracteristicas de cluster en un solo conjunto
de clusteres

getColorDistanceMatrix Genera una matriz de distancia para una lista de histogramas de
color o conjuntos de grupos

imageClusterPipeline Genera y traza una matriz de distancia de color a partir de un

conjunto de iméagenes.

Fuente: Weller y Westneat, 2019.

Las fotografias de la vista dorsal de los ejemplares fueron organizadas en carpetas bajo
la terminacion “A”, y las fotografias de la vista ventral de los ejemplares en carpetas con

la terminacion “B”. Se utiliz6 la funcion de “getlmagePaths” para cargar todas las
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imagenes PNG clasificadas en directorios con el nombre del género o familia
correspondiente (A/B). Para los analisis posteriores se utilizaron los argumentos “lower”

and “upper” para discriminar todos los pixeles RGB que corresponden al color verde del

fondo (lower=c(0, 0.55, 0), upper=c(0.24, 1, 0.24)) (Weller y Westneat, 2019).

Para determinar el perfil de color de cada ejemplar (tanto la vista dorsal como ventral)
se obtuvieron histogramas en espacio de color RGB para clasificar los pixeles en un
numero determinado de contenedores (Fig. 10). Para estandarizar y agilizar el proceso, se
definio una cantidad de doce contenedores para todo el anélisis. Ademas, se graficaron en
un plano tridimensional 2000 pixeles aleatorios (n=2000) de cada objeto (ignorando el
fondo), segun sus coordenadas para los espacios de color RGB (Fig. 11) (Weller y
Westneat, 2019). Cabe aclarar que este método ignora el componente UV de la
coloracion, que puede desempefiar un papel importante en la seleccion sexual de las

mariposas (Medina, et al., 2020).

KMeans color clusters (12 clusters

FIGURA 10. Ejemplo de histograma que demuestra el perfil de coloracion de Siproeta
stelenes, mediante la clasificacion de los pixeles RGB en doce contenedores.
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A Siproeta stelens HSV B Siproeta stelens RGB
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FIGURA 11. Ejemplo de gréafica de pixeles segln sus coordenadas en espacio de color:
A) HSV y B) RGB de Siproeta stelenes.

D. Analisis de conglomerados

Se utiliz6é la métrica de movimiento de la tierra (EMD: Earth mover’s distance) para
hacer comparaciones por pares de los histogramas de todas las imagenes
(getColorDistanceMatrix: Cuadro 2), segun la metodologia propuesta por Medina, et al.
(2020). Se obtuvo una matriz de distancia que contiene un resumen del valor de distancia

de color entre cada par analizado (Weller y Westneat, 2019).

La matriz de distancia se utilizé para hacer un anélisis de agrupamiento jerarquico
(anélisis de conglomerados) con la funcion hclust del paquete dendextend. En este
analisis, cada fotografia fue asignada a su propio cluster y luego el algoritmo realizd
uniones de los clusters con mayor similitud mediante un ndmero determinado de
iteraciones. Los dos métodos utilizados para encontrar los clusters y sus distancias,
fueron: “average” y “ward.D2” (Murtagh, 2014). A partir de la topologia observada de los
dendrogramas resultantes, se nombré a cada individuo segun el nimero correspondiente
del cluster al que fue asignado. Se establecié una categoria cualitativa que representara a
la coloracion promedio de los individuos del grupo (Ej: Grupo 1- brillantes y coloridas,
Grupo 2- cafés y neutrales, etc.). Luego, se realizé un escalamiento multidimensional no
métrico (NMDS por sus siglas en inglés) como método de ordenacion y graficaron elipses

de acuerdo con el nimero de clusters resultante en el agrupamiento jerarquico.
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E. Coloraciones prevalentes y andlisis de similitud

A partir de la categorizacion de individuos en un grupo de color, se graficaron las
proporciones de cada grupo para la época seca y época lluviosa, con el fin de definir las
coloraciones prevalentes en cada mes del afio y en cada época climatica. Asimismo, se
calcul6 el indice de Equidad de Pielou (J) para estimar si la abundancia de los distintos

grupos de coloracién en cada época es equitativa.

Asimismo, se llevo a cabo la prueba de hipdtesis conocida como el analisis de similitud
(ANOSIM, Clarke y Green, 1988) con el paquete vegan de R, con la finalidad principal
de determinar si las diferencias entre dos 0 mas grupos son significativas. Para esto se
analizaron las siguientes variables ambientales (y otras variables descriptivas del tiempo
de colecta o de la identidad del ejemplar) correspondientes a la informacién de colecta de
cada individuo, con sus respectivos niveles: 1) epoca del afio, 2) sitio de colecta, 3) afo
de colecta, 4) mes de colecta, 5) subfamilia (en el caso de Nymphalidae), 6) especie y 7)

sexo (en el caso de Pyrisitia).

Para las variables que obtuvieron un valor-p menor a 0.05 se aplico una funcion para la
comparacion por pares de varios niveles usando PairwiseAdonis (anélisis multivariante de
varianza utilizando matrices de distancia por pareja) del paquete vegan. Esta funcion

devuelve valores p ajustados mediante p.adjust().
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RESULTADOS

A. Cuantificacion de perfiles de coloracion

Se obtuvo un total de 514 fotografias correspondientes a 257 individuos de 67 especies

fotografiadas en su vista dorsal y ventral, de los cuales, 184 individuos pertenecen a la

familia Nymphalidae, 16 al género Hemiargus de la familia Lycaenidae, 30 al género

Pyrisitia de la familia Pieridae y 27 al género Urbanus de la familia Hesperiidae. Las

subfamilias representadas de Nymphalidae son: Biblidinae, Charaxinae, Cyrestinae,

Danainae, Heliconiinae, Libytheinae, Limenitidinae, Nymphalinae y Satyrinae (Cuadro

3). La mayoria de individuos fueron colectados durante la época lluviosa (198

individuos), y el resto en la época seca (59 individuos). Se obtuvieron muestras

equiparables para el sitio de colecta (148 para Los Cerritos y 109 para Reserva

Heloderma) para el periodo comprendido entre los afios 2011 y 2022 (Cuadro 3).

CUADRO 3. Resumen de informacién de los individuos fotografiados (Apéndice 3y 4

para informacion extendida)

Epoca de Sitio de

colecta colecta Afios de colecta
Familia Subfamilia spp? Ind? Sec® Llu¢ LC® RHf
Nymphalidae  Biblidinae 16 54 10 44 44 10 2011, 2012, 2014-2018, 2021
Nymphalidae ~ Charaxinae 3 15 3 12 11 4 2011, 2012, 2016, 2018
Nymphalidae ~ Cyrestinae 1 3 0 3 3 0 2011
Nymphalidae ~ Danainae 4 7 2 5 3 4 2011, 2016, 2021
Nymphalidae Heliconiinae 7 11 4 7 9 2 2011, 2012, 2016
Nymphalidae  Libytheinae 1 2 0 2 1 1 2011, 2016
Nymphalidae Limenitidinae 4 11 1 10 6 5 2011, 2012, 2016
Nymphalidae Nymphalinae 15 47 9 38 34 13 2011, 2012, 2015, 2016, 2019, 2020, 2021
Nymphalidae Satyrinae 9 34 12 22 14 19 2011, 2012, 2016, 2017, 2018, 2019, 2021
Lycaenidae Polyommatinae? 2 16 3 13 3 13 2011, 2015, 2016, 2018
Pieridae Coliadinae? 3 30 11 19 11 19 2011, 2015, 2016, 2017, 2018, 2020, 2021
Hesperiidae Eudaminae® 3 27 4 23 9 18 2011, 2012, 2016, 2018
TOTAL 67 257 59 198 148 109

aNGmero de especies, ° Nuimero total de individuos, ¢ Nimero de individuos colectados en la época seca, ¢ Nimero de

individuos colectados en la época lluviosa, ¢ Nimero de individuos colectados en Los Cerritos, fNUmero de individuos

colectados en Reserva Heloderma. *Solamente Hemiargus, Solamente Pyrisitia, *Solamente Urbanus.



Se obtuvo una base de datos conformada por los valores RGB para cada uno de los
doce contenedores (extractClusters: Cuadro 2), con un valor de porcentaje que indica la
extension de area que cubre cada color en el individuo (Apéndice 5). A partir de estos
datos, se obtuvo el perfil de coloracién de cada individuo graficado en un histograma de
doce contenedores, ignorando los pixeles de color verde que corresponden al fondo (Figs.
12y 13).

En los perfiles de color de las ocho especies de Hemiargus, Pyrisitia y Urbanus, se
observa una clara distincion en la coloracion de los tres géneros (Fig. 12). Pyrisitia es el
género con mayor diferencia interespecifica, debido a que P. proterpia se encuentra en
una gama de color anaranjado (Fig. 12E), que difiere de la paleta amarilla de las otras dos
especies del género (Fig. 12C, D). Por otro lado, Hemiargus es el género con mayor
variacion de ambas superficies, con un perfil lila metélico en la vista dorsal y un perfil
méas café-grisaceo en la vista ventral (Fig. 12A, B). Las tres especies de Urbanus
presentaron perfiles con paletas de cafés oscuros y tonos azul metalicos en el caso de U.

viterboana y U. esmeraldus (Fig. 12F-H).

Por otro lado, en los perfiles de coloracion de Nymphalidae destacan las coloraciones
naranjas-rojizas y detalles cafés y negros, aunque las formas de las alas y los patrones son
muy diversos dentro de esta familia (Fig. 13). Mientras que hay muy poca representacion
de tonos verdes, amarillos, azules, lilas y rojos. Algunas especies presentan coloraciones
metélicas, tal es el caso de Eunica tatila, Bolboneura sylphis, Dynamine postverta y

Diaethria astala.
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FIGURA 12. Especimenes fotografiados y sus perfiles de coloracion de: (A) Hemiargus
ceraunus, (B) H. hanno, (C) Pyrisitia dina, (D) P. nise, (E) P. proterpia, (F) Urbanus
dorantes, (G) U. esmeraldus, (H) U. viterboana. La vista dorsal y ventral esta presentada

en la izquierda y derecha, respectivamente.
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FIGURA 13. Especimenes fotografiados (vista dorsal) y perfiles de coloracion de

especies representativas de Nymphalidae: Biblidinae, A. Hamadryas glauconome, B.
Epiphile adrasta, C. Temenis laothoe, D. Biblis hyperia, E. Eunica tatila, F. Catonephele
mexicana, G. Mestra amymone, H. Dynamine postverta, I. Bolboneura sylphis, J.
Diaethria astala. Charaxinae, K. Anaea aidea, L. Zaretis ellops, M. Fountainea
glycerium. Danainae, N. Dircenna klugii, N. Mechanitis lysimnia, O. Danaus eresimus.
Heliconiinae, P. Heliconius charithonia, Q. Euptoieta hegesia, R. Dryas iulia, S.
Agraulis vanillae, T. Dione moneta, U. Eueides isabella. Libytheinae, V. Libytheana
carineta. Cyrestinae, W. Marpesia petreus. Limenitidinae, X. Adelpha iphicleola.
Nymphalinae, Y. Chlosyne lacinia, Z. Anthanassa tulcis, Al. Historis odius, B2. Smyrna
blomfildia, C3. Junonia evarete, D4. Siproeta stelenes, E5. Anartia fatima, F6. Siproeta
epaphus, G7. Microtia elva. Satyrinae, H8. Cissia similis, 19. Cyllopsis pephredo, J10.
Euptychia fetna, L11. Hermeuptychia hermes, M12. Taygetis thamyra.

B. Analisis de conglomerados
1. Familia Nymphalidae

En el analisis de conglomerado para los 184 individuos de la familia Nymphalidae
(vista dorsal), se obtuvo un total de nueve grupos o clusters (k=9) compuestos por cinco
individuos en el grupo mas pequefio, y 38 individuos en el grupo mas grande (Fig. 14). Se

determind que la mayoria de individuos de la misma especie se agruparon en el mismo
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cluster, a excepcion de especies con dimorfismo sexual marcado. Tal es el caso de
Dynamine postverta, en la cual los individuos machos (“D-postvertal17 y 434”) que
tienen coloraciones metéalicas verde azuladas se agruparon en el Grupo 7, mientras que los
individuos hembras (“D-postvertal13 y 436”) con coloraciones negras y blancas
quedaron dentro del Grupo 3. Lo mismo ocurre con Catonophele mexicana, donde los
machos negros con naranja (“C-mexicanal01 y 402”) se agruparon en el Grupo 5, y las
hembras negro con amarillo en el Grupo 4 (“C-mexicana392”). Casos similares se

observaron para Dynamine dyonis y Zaretis ellops también.

Se encontré que el grupo mas diferenciado es el Grupo 9, que en el dendrograma
aparece como un cluster separado del resto de nodos (Fig. 14). Este resultado se confirmo
con el anélisis NMDS (Fig. 15), en donde la elipse de color negro corresponde al Grupo 9
(coord: 0.35, 0.15), y se aprecia una clara diferenciacion y distancia del resto de elipses
de los otros grupos. Interesantemente, este es un grupo monoespecifico porque agrupa a
todos los individuos de una Unica especie: Diaethria astala. Esta especie es la Unica que
contiene tonos azules y celestes, y aunque los contenga en pocas proporciones en su perfil
de coloracion (Fig. 13), la diferencia es suficiente para ser separada del resto de

ejemplares.

Cada cluster puede distinguirse por una combinacion de colores caracteristica de los
individuos que conforman el grupo. De esta manera, se obtuvo la categorizacion de los
individuos en diferentes niveles de color, segin el grupo al que se asignaron en el
dendrograma. Estos grupos fueron: 1) Marrones + naranjas, 2) Rojizos + cafés, 3) Negros
+ morados, 4) Negros + amarillos verdosos, 5) Negros + rojizos, 6) Grises, 7) Cafés, 8)
Cafés + ocres, 9) Azules (Apéndice 6). Sin embargo, en general los ninfalidos
fotografiados se encuentran dentro de paletas de color similares, es por esto que todos los
individuos en el NMDS se agruparon en elipses sobrepuestas entre si, a excepcion del
grupo mencionado anteriormente (Fig. 15). Asimismo, las diferentes especies dentro de
las mismas subfamilias de Nymphalidae se agruparon en clusters diferentes, a diferencia

de Satyrinae, cuyas especies se agruparon todas en el Grupo 6 (Fig. 15).
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FIGURA 14. Dendrograma del analisis de conglomerados (método: ward.D2), en el que

X

se presentan las similitudes en los perfiles de coloracion dorsal de 59 especies de la

familia Nymphalidae (k=9).
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FIGURA 15. Diagrama de ordenacién del escalamiento multidimensional no métrico
(NMDS), en el que se presentan las similitudes en los perfiles de coloracion (vista dorsal)
de 59 especies de la familia Nymphalidae (valor de estrés= 0.0528757).

En el analisis de conglomerados para la vista ventral de los 184 individuos de la
familia Nymphalidae se obtuvo un total de nueve grupos o clusters (k=9) en el
dendrograma compuestos por diez individuos en el grupo mas pequefio, y 49 individuos
en el grupo mas grande (Fig. 16). A diferencia de la vista dorsal, en el anélisis de
conglomerados de la vista ventral los diferentes individuos de la misma especie se
agruparon en clusters diferentes. Por ejemplo, los diferentes individuos de A. vanillae se
agruparon en los Grupos 2, 5" y 67, similar que con los ejemplares de C. lacinia que se
agruparon en los Grupos 1, 4" y 7° (Apéndice 7). Lo mismo ocurridé con especies como
E. adrasta y Z. ellops, cuyos individuos se agruparon en mas de dos clusters diferentes,

incluso siendo del mismo sexo.

De acuerdo con el NMDS (Fig.17), el grupo mas diferenciado (aunque todos guardan
relacion entre si) es el Grupo 2" (coord. 0.1, 0.04) y los objetos dentro de este grupo

presentan mayor variedad entre si, a diferencia de individuos como los del Grupo 1°, que
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a pesar de ser el cluster mas grande, el NMDS muestra a sus ejemplares con posiciones
relativas muy cercanas en el plano dimensional. Por otro lado, para k=9 no se observo
ningun cluster monoespecifico, pero si un subgrupo del Grupo 8" que agrupa a todos los
individuos de D. astala.

Se observo que existe una mayor homogeneidad en los perfiles de coloracion de la
vista ventral en Nymphalidae, tal como se muestra en la Figura 16. A diferencia del
analisis de conglomerados de la vista dorsal, en la vista ventral los grupos formados son
muy similares entre si, mostrando en su mayoria coloraciones ocres, naranjas y cafés, lo
cual se refleja en la proximidad de los objetos de todos los grupos en el NMDS (Apéndice
6, Figs. 16 y 17). Sin embargo, pueden distinguirse dos supergrupos en el dendrograma:
el primero, conformado por los Grupos 17, 3", 5, 4" y 8; y el segundo, conformado por
los Grupos 2,67, 7"y 9.
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FIGURA 16. Dendrograma del analisis de conglomerados (método: ward.D2), en el que
se presentan las similitudes en los perfiles de coloracion (vista ventral) de 59 especies de

la familia Nymphalidae (k=9).
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FIGURA 17. Diagrama de ordenacion del escalamiento multidimensional no métrico
(NMDS), en el que se presentan las similitudes en los perfiles de coloracion (vista
ventral) de 59 especies de la familia Nymphalidae. (valor de estrés= 0.07078216).

2. Géneros Pyrisitia, Urbanus y Hemiargus

Para el andlisis de conglomerados de estos tres géneros, se establecio un k=8 tomando
en cuenta que fueron ocho las especies fotografiadas (Fig. 18). La agrupacion de los
individuos fue muy marcada de acuerdo a las paletas de color, sin embargo, solo tres
clusters fueron monoespecificos (Grupos D, E y F; Fig.18). Interesantemente, el sexo fue
un factor determinante en la agrupacion de los individuos. Por ejemplo, las hembras de
Hemiargus hanno se agruparon en el Grupo B, mientras que los machos en el Grupo A;
las hembras de Pyrisitia nise conformaron el Grupo B, mientras que los machos quedaron
dentro del Grupo E, y el mismo caso se observd para Urbanus dorantes, P. dina y P.

proterpia, donde ambos sexos se agruparon en distintos clusters.

A partir del analisis NMDS se observa una marcada segmentacion de los tres géneros
(Fig. 19). Ademas, se determind que el cluster mas diferenciado fue el Grupo F, puesto
que los machos de P. proterpia poseen coloraciones naranjas intensos, que no se

asemejan a los perfiles de ninguna otra especie de este analisis (Apéndice 8). Por otro
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lado, se puede observar que los clusters con individuos de coloraciones cafés (Grupos A,
B y H), se posicionaron en el cuadrante izquierdo del plano dimensional, mientras que las
coloraciones amarillas (Grupos C-G) en el cuadrante derecho (Fig. 19).

Grupo A . Grupo C . Grupo E Grupo G

. Grupo B . Grupo D . Grupo F . Grupo H

G
FIGURA 18. Dendrograma del analisis de conglomerados (método: ward.D2), en el que

se presentan las similitudes en los perfiles de coloracidn dorsal de 8 especies de para los
géneros Pyrisitia (PP, PD, PN), Urbanus (UA, UD, UV) y Hemiargus (HH, HC) (k=8).
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FIGURA 19. Diagrama de ordenacién del escalamiento multidimensional no métrico
(NMDS), en el que se presentan las similitudes en los perfiles de coloracion (vista dorsal)
de 8 especies de los géneros Pyrisitia, Urbanus y Hemiargus. (valor de
estrés=0.02744691).

Para la vista ventral, se establecio k=8 y se observé la formacion de grupos de acuerdo
con la especie, y el sexo en el caso de algunos individuos. Al igual que en la vista dorsal,
las hembras y machos de P. nise, P. proterpia y P. dina se agruparon en clusters distintos.
Se identificaron solo dos clusters monoespecificos: Grupos D° (P. dina) y F (P.
proterpia). Todos los individuos del género Urbanus se agruparon dentro de un
supergrupo, al igual que todos los individuos del género Hemiargus, sin embargo, los
individuos del género Pyrisitia quedaron dispersos en diferentes grupos.

A partir del analisis NMDS se determiné que el cluster mas diferenciado fue el Grupo
A", dado a que su elipse es la Gnica que no se entrelaza con ninguna otra (Fig. 21). Dicho
cluster agrupa a individuos de 4 especies diferentes: H. ceraunus, H. hanno, P. dina
(hembras) y P. nise (hembras), los cuales se separan en 2 subgrupos segun dos categorias
de color: los grises claros y los amarillos muy palidos. Por otro lado, se puede observar
que los clusters con individuos de coloraciones amarillas y naranjas (Grupos B", C" y F)

se posicionaron al centro del plano dimensional, mientras que las coloraciones café
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oscuras a la derecha (Grupos D, G" y H") y las grises claras a la izquierda (Grupo A"). El
hallazgo anterior indica una agrupacion de colores de acuerdo con la intensidad de color,

ordenandolos desde los més palidos hasta los mas oscuros (Fig. 21).
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FIGURA 20. Dendrograma del analisis de conglomerados (método: ward.D2), en el que
se presentan las similitudes en los perfiles de coloracion ventral de 8 especies de los
géneros Pyrisitia (PP, PD, PN), Urbanus (UA, UD, UV) y Hemiargus (HH, HC) (k=8).
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FIGURA 21.Diagrama de ordenacion del escalamiento multidimensional no métrico
(NMDS), en el que se presentan las similitudes en los perfiles de coloracién (vista
ventral) de 8 especies de los géneros Pyrisitia, Urbanus y Hemiargus (valor de
estres=0.02447217).

C. Pruebas de hipotesis
1. Analisis de Similitud (ANOSIM) y Adonis

La prueba de hipotesis estadistica mediante el analisis de similitud (ANOSIM) para las
diferentes variables ambientales de los ejemplares de Nymphalidae (vista dorsal y
ventral), permitié obtener una diferencia significativa (P<0.05) para el mes de colecta, la
subfamilia y la especie. Mientras que la época, el afio y el sitio de colecta demostraron no

presentar diferencias significativas (P>0.05) (Cuadro 4).

En el caso del género Hemiargus, se determind a partir de ANOSIM que no hay
ninguna variable ambiental que presente diferencias significativas para sus diferentes
niveles respecto a las coloraciones de la superficie dorsal. Sin embargo, para la superficie
ventral, se determind que existe una diferencia significativa (P<0.05) entre los diferentes
niveles de las siguientes variables: época, mes de colecta, sitio de colecta y especie (la

altima, marginalmente significativa). Sin embargo, se debe tomar bajo consideracion que
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la muestra es pequefia (n=16), por lo que estos resultados pueden no ser concluyentes
(Cuadro 4).

Para el género Pyrisitia, tanto para la superficie dorsal como la ventral, se determino
que existen diferencias significativas entre las coloraciones de las tres especies analizadas
y entre ambos sexos también. Por ultimo, dentro del género Urbanus se demostré que
existen diferencias significativas entre las coloraciones dorsales de las tres especies
analizadas y entre los grupos para ambos sitios de muestreo. En la superficie ventral de
Urbanus no se encontré ninguna diferencia significativa en las variables probadas
(Cuadro 4).

CUADRO 4. Anélisis de Similitud (ANOSIM) para evaluar las diferencias entre los
diferentes niveles de las variables ambientales para Nymphalidae y los géneros

Hemiargus, Pyrisitia y Urbanus (nimero de permutaciones=999).

Taxon Superficie de alas Variable Estadistico R Valor P
ambiental
Epoca del afio -0.05925 0.950
Mes de colecta 0.04449 *
Afio de colecta 0.0179 0.298
D Dorsal .
8 Sitio de colecta -0.01575 0.714
© Subfamilia 0.2724 55
s =
£ § Especie 0.7646 **
Z Epoca del afio -0.01145 0.612
g Mes de colecta 0.07038 b
S Afio de colecta 0.003421 0.426
L Ventral .
Sitio de colecta 0.02491 0.209
Subfamilia 0.2604 *x
Especie 0.7576 *x
Epoca del afio 0.05097 0.359
2 Mes de colecta -0.02516 0.552
o)) Dorsal .
= Sitio de colecta -0.044 0.553
£ © Especie 0.06043 0.187
[<B) — _
E \';'/ Epoca del afio 0.3878 *
> Mes de colecta 0.3214 *
c Ventral .
‘8 Sitio de colecta 0.3789 *
Especie 0.1635 0.055
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Taxén Superficie de alas Variable Estadistico R Valor P

ambiental
Epoca del afio -0.02469 0.588
Mes de colecta 0.03074 0.333
- Dorsal Sitio de colecta -0.2227 0.552
E Especie 0.6266 s
SU) Sexo 0.2235 o
o ™ .
o i Epoca del afio -0.04289 0.690
p—
% Mes de colecta 0.06874 0.229
O Ventral Sitio de colecta -0.06652 0.888
Especie 0.5006 *x
Sexo 0.1308 *
Epoca del afio -0.1152 0.747
» Mes de colecta 0.003639 0.441
>
% Dorsal Sitio de colecta 0.2295 &
2 < Especie 0.3531 *x
DO .
o U Epoca del afio -0.0956 0.709
P ~
e Mes de colecta 0.09085 0.163
@ Ventral .
o Sitio de colecta 0.1135 0.082
Especie 0.08121 0.197

*P<0.05, **P<0.01

2. Proporciones de grupos de color

A pesar de que la variable de ‘época’ no salid significativa para los patrones de
coloracion dorsal y ventral de Nymphalidae, la grafica de proporciones permitio
evidenciar cuéles eran las coloraciones prevalentes en cada una de las épocas (Fig. 22).
Por ejemplo, para la superficie dorsal, es evidente que los colores de Grupo 6, 7 y 8 son
prevalentes en la época seca, pues representan mas del 50% de los colores que aparecen
en esta época (Fig. 22A). Tales grupos de mariposas se caracterizan por tener perfiles de
coloracién mayoritariamente grises, cafés y ocres (Apéndice 6). Contrariamente, en la
época lluviosa, la proporcién de los grupos de color es homogénea y no destaca alguno
sobre otro, indicando que en la época lluviosa se colectaron mariposas con mayor
variedad de colores en su superficie dorsal (Fig. 22). Lo anterior se refleja en el indice de
equidad de Pielou que demuestra la proporcion de grupos de color en la época lluviosa es

méas equitativa que en la época seca (J°’=0.9593 y J'=0.9268, respectivamente). Un
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hallazgo interesante de esta grafica es que el Grupo 9 (el Unico grupo monoespecifico con
todos los individuos de Diaethria astala con coloraciones azul metélicas) se presentd

Unicamente en la época lluviosa.

La gréafica de proporciones de grupos de color en la superficie ventral de Nymphalidae
sugiere que los grupos prevalentes en la época seca son Grupo 1° y Grupo 77, cuyos
individuos se caracterizan por tener perfiles de coloracion entre cafés, ocres y negros
(Fig. 22B; Apéndice 7). Mientras que para la época lluviosa, el Grupo 1" (cafés y ocres)
obtuvo una mayor proporcion (25%), y para el resto de grupos se observd un patrén
similar que en las coloraciones de la superficie dorsal, en el cual los diferentes grupos de
color tienen proporciones homogénea. Lo anterior se refleja en el indice de equidad de
Pielou que demuestra que la proporcion de grupos de color en le época lluviosa es mas
equitativa que en la época seca (J’=0.9593 y J'=0.9268, respectivamente), de manera
similar a la superficie dorsal. En este caso, el Grupo 8, que agrupa a individuos de
Diaethria astala, Hamadryas atlantis, Dynamine theseus y Fountainea glycerium se

presentd Unicamente en época lluviosa.
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FIGURA 22. Grafica de proporciones de los 9 grupos de coloracion (segun analisis de
conglomerados) en época lluviosa y época seca para Nymphalidae, en vista dorsal (A) y

vista ventral (B).
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La grafica de proporciones de grupos de color por mes muestra que en cada mes del
afio hay diferentes coloraciones prevalentes, por ejemplo, en enero se registraron
Unicamente individuos con coloraciones dorsales pertenecientes al Grupo 7 (grises y
cafés), mientras que los meses entre junio y noviembre presentaron coloraciones variadas,
pertenecientes a varios grupos (Fig. 23). Interesantemente, los meses que se consideran
como época seca (diciembre a abril) obtuvieron representacion de una menor cantidad de
grupos de color a diferencia de los meses que se consideran como la época lluviosa (mayo
a octubre). De acuerdo con los resultados de la comparacion por pares con Adonis
(Apéndice 10), los meses que presentan diferencias significativas entre las coloraciones
dorsales de mariposas Nymphalidae fueron: noviembre y diciembre (P=0.016),
noviembre y octubre (P=0.028), junio y diciembre (P=0.035), junio y octubre (P=0.026),
agosto y diciembre (P=0.01), agosto y octubre (P=0.013), septiembre y diciembre
(P=0.017) y septiembre y octubre (P=0.009).

La gréafica de proporciones de grupos de color de la superficie ventral de Nymphalidae
por mes obtuvo resultados similares a la superficie dorsal, en donde los meses de la época
lluviosa obtuvieron representacion de mas grupos de color, respecto a los meses de la
época seca (Fig. 23). Los meses que presentan diferencias significativas de acuerdo con
los resultados de Adonis fueron: noviembre y mayo (P=0.015), noviembre y diciembre
(P=0.008), mayo y agosto (P=0.01), mayo y septiembre (P=0.005), agosto y diciembre
(P=0.018), agosto y abril (P=0.045), septiembre y diciembre (P=0.011), septiembre y
octubre (P=0.03), septiembre y abril (P=0.045) y diciembre y julio (P=0.042).
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FIGURA 23. Gréfica de proporciones de los 9 grupos de coloracién (segln analisis de
conglomerados) por cada mes del afio para Nymphalidae, en vista dorsal (A) y vista
ventral (B). *Nota: Las diferentes letras (a, b) simbolizan diferencias significativas entre

los meses. La cantidad de individuos colectados por mes se muestra entre paréntesis.
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Las subfamilias de Nymphalidae con mayor diversidad de coloraciones dorsales son
Biblidinae y Nymphalinae, mientras que Satyrinae y Libytheinae son las subfamilias con
menor diversidad de coloraciones dorsales (Fig. 24). Adicionalmente, los resultados de la
comparacién por pares para la variable “subfamilia” sugieren que las subfamilias con
individuos con coloraciones dorsales mas distintas entre si (P<0.001) son: Charaxinae y
Nymphalinae; Charaxinae y Biblidinae; Charaxinae y Satyrinae; Nymphalinae y
Heliconiinae; Nymphalinae y Biblidinae; Nymphalinae y Satyrinae; Limenitidinae y
Biblidinae; Limenitidinae y Satyrinae; Heliconiinae y Satyrinae; Heliconiinae y
Biblidinae; Satyrinae y Danainae; y Satyrinae y Cyrestinae (ver Apéndice 10 para P<0.05
y P<0.01).

Las subfamilias de Nymphalidae con mayor diversidad de coloraciones ventrales son
Biblidinae y Nymphalinae, mientras que Libytheinae y Danainae son las que presentan
menor diversidad de coloraciones ventrales (Fig. 24). Por otro lado, los resultados de la
comparacion por pares para la variable “subfamilia” sugieren que las subfamilias con
individuos con coloraciones ventrales més distintas entre si (P<0.001) son: Charaxinae y
Biblidinae; Charaxinae y Satyrinae; Nymphalinae y Biblidinae; Nymphalinae y Satyrinae;
Nymphalidae y Danainae; Limenitidinae y Satyrinae; Limenitidinae y Danainae ;
Heliconiinae y Biblidinae; Heliconiinae y Satyrinae; Biblidinae y Satyrinae; Biblidinae y

Danainae; y Satyrinae y Danainae (ver Apéndice 10 para P<0.05 y P<0.01).
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FIGURA 24. Grafica de proporciones de los grupos de coloracion (segun analisis de
conglomerados) por subfamilia de Nymphalidae, en dorsal (A) y ventral (B). *Nota: Las
diferentes letras (a, b, ¢, d) simbolizan diferencias significativas entre los meses
(p>0.001). La cantidad de individuos colectados por subfamilia se muestra entre

paréntesis.

51



I\V. DISCUSION

A. Cuantificacion de color (Nymphalidae)

A partir de los analisis de conglomerados de Nymphalidae, se demostré que las
especies de esta familia presentan mayor variacion intraespecifica en sus perfiles de
coloracion de la superficie ventral, comparado a la superficie dorsal. En el dendrograma
del analisis de la vista dorsal, los diferentes individuos de las mismas especies tendieron a
agruparse dentro de los mismos clusters, exceptuando aquellas especies con dimorfismo
sexual. Contrariamente, en el dendrograma del analisis de la vista ventral, los diferentes
individuos de 21 especies (sin contar las especies con dimorfismo sexual) se agruparon en
clusters distintos, sugiriendo una mayor diversidad intraespecifica en las coloraciones

ventrales.

Dentro de las 89 especies de Nymphalidae, las que presentan coloraciones mas
llamativas y metalicas son Bolboneura sylphis y Diaethria astala (Figs. 14 y 16). El caso
de D. astala es interesante, puesto que todos los individuos se agruparon en un cluster
bien diferenciado al resto de especimenes de Nymphalidae. Esto se debe a que es la Gnica
especie estudiada aqui que presento tonalidades azules en su vista dorsal. Sin embargo, es
importante aclarar que existen otras especies de Nymphalidae con colores azules, como
Morpho y Memphis, sin embargo, 0 no son abundantes en el bosque seco, o bien, no se

cuenta con ejemplares en la coleccion.

A simple vista podria considerarse que las coloraciones llamativas (ej. D. astala y B.
sylphis) son perjudiciales para el organismo de manera que los hace mas conspicuos y
presa facil de depredadores. Sin embargo, evolutivamente hablando, muchas mariposas
brillantes estan protegidas quimicamente, son miméticas o son demasiado dificiles de
atrapar (Penz y Mohammadi, 2013). Aquellas mariposas con defensa quimica suelen
tener alas mas robustas y vuelo lento (Pinheiro y Freitas, 2014). Mientras que las
mariposas sin defensa quimica ni coloraciones aposematicas adquieren otros mecanismos

como las estructuras focales en las alas, para desviar la atencion del depredador del

52



cuerpo de la mariposa; alas fragiles, lo cual les permite librarse del ave perdiendo solo un
trozo del ala; y/o vuelos agiles para escapar con mayor rapidez (Pinheiro y Freitas, 2014;
Bergen y Beldade, 2019). En el caso de B. sylphis y D. astala, no se encontrd reportes que
sefialen mecanismos de toxicidad o mimetismo, por lo que se sugiere que ambas especies
compensan sus colores conspicuos con otras tacticas como vuelo agil y alas fragiles y

Ilamativas para desviar la atencion del cuerpo.

En los ultimos afios, la hipdtesis del “mimetismo de escape” ha cobrado interés (e.g.
Pinheiro y Freitas, 2014; Llaurens, et al., 2021). Esta hipédtesis sugiere que al igual que en
la defensa quimica, la capacidad de escape en mariposas puede asociarse a su coloracion
por parte de los depredadores. En ese sentido, para una especie que no es habil en el
escape, imitar los colores de una especie simpatrica que si lo es, le proporcionaria cierta
proteccion contra los depredadores que han aprendido a evitar tales patrones, bajo el
supuesto que son dificiles de capturar (Llaurens, et al., 2021). Pinheiro y Freitas (2014)
propusieron un caso de mimetismo de escape en donde las especies “apetecibles por
depredadores”: Dryas iulia (Heliconiinae) y Marpesia petreus (Cyrestinae), y las “no
apetecibles”: Dione juno, Dione moneta, Eueides lybia, Eueides aliphera y Dryadula
phaetusa (Heliconiinae), cohabitan en muchos sitios relativamente perturbados.
Asimismo, se sugirié un caso de mimetismo batesiano, en donde D. iulia funciona como
organismo modelo para M. petreus (imitador) (Pinheiro y Freitas, 2014). En el presente
estudio, en el analisis de conglomerados de la superficie dorsal de Nymphalidae (Fig. 14;
Apéndice 6) se observo dentro de dos mismos clusters (Grupo 1 y 2) la agrupacion de
individuos de D. juno, D. iulia y M. petreus, sustentando la hipétesis reportada de algln
tipo de mimetismo entre las especies mencionadas, dado a que las similitudes de los
perfiles de coloracion no se deben solo a la ascendencia comdn (subfamilias diferentes

son agrupadas, e.g. Heliconiinae y Cyrestinae).

En el dendrograma del andlisis de la vista dorsal de Nymphalidae, se observé la
agrupacion de todos los individuos de la subfamilia Satyrinae en un solo cluster (Grupo 6;
Fig. 14; Apéndice 6). Este resultado es interesante, pues se considera a Satyrinae como la

subfamilia de tasas de diversificacién mas altas dentro de Nymphalidae, lo que esta ligado
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a la radiacion de Poaceae hace 36-23 Ma (Marin, et al., 2011). Sin embargo, en el analisis
de conglomerados de la vista ventral, las especies de Satyrinae se agruparon en dos
clusters diferentes: Cissia similis y C. themis (y algunos ejemplares de Hermeuptychia
hermes y Cyllopsis pephredo) en el Grupo 17, y el resto de especies de los géneros
Cyllopsis, Euptychia, Hermeuptychia y Taygetis se agruparon dentro del Grupo 7° (Fig.
16).

Adicionalmente, todos los machos de la subfamilia Charaxinae (Anaea aidea,
Fountainea glycerium y Zaretis ellops) se agruparon en un mismo cluster (Grupo 2) en el
analisis de la vista dorsal (Fig. 14). Sin embargo, para la vista ventral, no se observo este
patron (Fig. 16). Las tres especies de Charaxinae del presente estudio presentan patrones
y colores cripticos que mimetizan hojas muertas, una apariencia Util en reposo o cuando

se alimentan de fruta podrida caida (Penz y Mohammadi, 2013).

Dentro de las especies estudiadas, hay varias que presentan coloraciones metalicas en
la superficie dorsal, tales como: Diaethria astala, Bolboneura sylphis, Dynamine dyonis
(macho), Dynamine postverta (macho), Eunica monima, Hamadryas atlantis y
Hamadryas guatemalena. Algunas otras presentan coloraciones metalicas en la superficie
ventral, como: Agraulis vanillae, Dynamine dyonis, Dione juno, Dione moneta,
Dynamine postverta y Dynamine theseus. Las coloraciones metalicas estan presentes en
varias subfamilias y géneros de Nymphalidae, lo que sugiere que las morfologias
subyacentes a ellas pueden ser relativamente "accesibles"” en el sentido evolutivo (Ren, et
al., 2020).

B. Cuantificacion de color (Géneros Urbanus, Hemiargus y Pyrisitia)

La cuantificacion de perfiles de color de alas de mariposas con Colordistance, no
permite la distincién de colores metalicos, Unicamente de “colores planos”, sin embargo,
visualmente se detectaron diferentes coloraciones en los individuos metalicos, como los
tonos morados en Hemiargus hanno y azules Urbanus esmeraldus y U. viterboana (Fig.

18; Apendice 8). Para algunas especies de Lycaenidae, se ha demostrado que sus escamas
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metélicas poseen pigmentacion, probablemente de melanina para aumentar el indice de
refraccion de la quitina, sin embargo, en especies de Hesperiidae, las escamas metalicas
carecen de pigmento (Ren, et al., 2020). Para confirmar si esto se cumple con las especies

de Hemiargus y Urbanus, son necesarios mas estudios.

Ademas, se determind que Hemiargus presenta la mayor diferencia de perfil de
coloracion de alas de la superficie ventral respecto a la dorsal entre los tres géneros
evaluados. Para ciertas especies de la subfamilia Polyommatinae, la superficie ventral de
las alas es utilizada como una sefial morfologica especie-especifica que permite que las
hembras al posar con las alas cerradas, sean detectadas facilmente por los machos que
patrullan sus habitats en busqueda de pareja (Balint et al., 2012). Asimismo, las hembras
deben detectar a los machos que se aproximan a ellas, por lo que los colores azules estan
bien ajustados para permitir el reconocimiento seguro de pareja/competidor dentro de la
fauna local de mariposas, tal podria ser el caso de ambas especies de Hemiargus en el

bosque seco de Guatemala.

Por otro lado, se puede destacar que las tonalidades metalicas de U. viterboana y U.
esmeraldus se encuentran en el térax y en la parte basal de la superficie dorsal de las alas.
Se ha reportado cierta tendencia que los individuos iridiscentes exhiben una mayor
absorcidn solar a los no iridiscentes (Bosi, et al., 2018). En ese sentido, se hipotetiza que
la posicion del azul metalico en Urbanus se relaciona con la termorregulacion. Los
individuos de este género suelen posarse con las alas cerradas, pero cuando estan
tomando el sol (“sun-basking behavior”) suelen posarse con las alas abiertas o
semiabiertas (J. Yoshimoto, observacion personal), dejando al descubierto sus colores

metalicos.

C. Relacién con variables ambientales y otras variables descriptivas
1. Familia Nymphalidae

Varios casos de estudio en sitios con estaciones climaticas marcadas han encontrado
que los individuos de la estacidn seca presentan coloraciones menos llamativas y patrones

de alas cripticos contra el follaje seco de su estacion, mientras que los individuos de la
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época lluviosa presentan patrones y adornos contrastantes, con coloraciones mas
llamativas (Lyytinen, et al. 2004; Brakefield y Frankino 2009; Bergen y Beldade, 2019).
Por ejemplo, la mariposa Bicyclis anynana ha sido un modelo de estudio de este
fendmeno, porque se ha registrado que los individuos de la estacion seca presentan
pequefios elementos en el patron de las alas que se camuflan contra el fondo marrén de
las hojas secas, mientras que los individuos de la estacion himeda tienen grandes
manchas oculares marginales que desvian la atencion de los depredadores del cuerpo mas
vulnerable (Bergen, et al., 2019). Ademas, los estudios en multiples especies de
mariposas sugieren que los cambios inducidos por el medio ambiente en la hormona
ecdisona son un determinante clave de la plasticidad del patron de color (Burg, et al.,
2021).

La hipdtesis original de este estudio no se comprobd, ya que a partir del ANOSIM se
determind que no existe diferencia entre las coloraciones dorsales ni ventrales de las
mariposas Nymphalidae de la época seca respecto a las de la época lluviosa (Cuadro 4).
No obstante, al analizar las proporciones, se detectd que hay algunos grupos de color que
prevalecen en la época seca. En el caso de la superficie dorsal de Nymphalidae, los
Grupos 6, 7 y 8 (colores grises, cafés y ocres) demostraron ser prevalentes en la época
seca (proporcion >60%) sobre otros grupos de color (haranjas, rojizos, negros, morados y
verdosos). En la superficie ventral, el Grupo prevalente en la época seca fue el Grupo 2'y

7" (cafésy ocres).

Los resultados anteriores coinciden con el patron observado en Bergen, et al. (2019),
donde los individuos de la época seca presentaron colores menos conspicuos (“mas
cafés”) que los individuos de época lluviosa. En Bergen, et al. (2019), también se reportd
un cambio en el comportamiento, en donde los individuos de la época seca tienden a tener
una mayor preferencia a perchar sobre superficies de color café. Algo similar podria estar
ocurriendo con las mariposas Nymphalidae del presente estudio, pues su habitat, el
bosque estacionalmente seco, se caracteriza por cambiar radicalmente su apariencia a
nivel de paisaje en términos de vegetacion, presentando una cobertura méas café en la

época seca (Yoshimoto, et al., 2018; Fig. 5 y 6). Adicionalmente, la prevalencia de
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colores cafés en la época seca complementa un hallazgo de Yoshimoto et al., (2019)
donde se encontrd que Cissia (Nymphalidae: Satyrinae) presenté mayor abundancia en la
época seca; las coloraciones dorsales y ventrales de este género se asignaron al Grupo 6 y

17, respectivamente, en el presente estudio (Figs. 14 y 16).

Interesantemente, se demostré que los individuos de Nymphalidae colectados en los
diferentes meses del afio poseen coloraciones dorsales y ventrales que son
significativamente diferentes entre si (Figs. 23 y 24). En la vista dorsal, se observo un
patrén claro en donde los meses de diciembre a abril presentaron una menor diversidad de
grupos de coloracién (<4 Grupos presentes), mientras que de junio a noviembre existe
una mayor diversidad de grupos de coloracién (>7 Grupos presentes; Fig. 23). EI mes de
mayo presentd una diversidad de coloraciones intermedia, lo cual se puede asociar a los
resultados reportados anteriormente sobre la fenologia y composicion de especies durante

€Se mes.

Yoshimoto et al. (2019) reportaron una disminucion en la riqueza de especies de
mariposas en la Reserva Heloderma durante la época seca, la cual podria ser debido a la
escasez de recursos alimenticios tanto para los estadios larvales como para los adultos.
Asimismo, la riqueza de especies sigue siendo baja en mayo (Yoshimoto, et al. 2019),
que es un periodo de transicién entre ambas épocas, dado a que las condiciones y
fenologia vegetal en este mes es similar a la de finales de la estacion seca. Estos patrones
estacionales de mariposas podrian estar asociados a la proporcion de los grupos de
coloracion encontrados en el presente estudio. Ademas, en términos generales, los
patrones de precipitacion reportados para ambos sitios (Fig. 1 en Yoshimoto et al. 2018 y
Fig. 3 en Yoshimoto et al. 2019), coinciden con los picos de diversidad de colores
observados en cada mes del afio. Sin embargo, se requieren mas estudios para relacionar

ambas variables.

Se hipotetizaba que el sitio de colecta podria ser un factor que afectara los patrones de
coloracidn de alas de mariposas dado que Los Cerritos esta ubicado en el Valle de Chixoy

y su flora difiere en parte de la de la Reserva Heloderma, ubicada en el Valle de Motagua
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(Yoshimoto, et al., 2018, 2019). Sin embargo, entre estos sitios no se encontraron

diferencias significativas en los colores dorsales ni ventrales de Nymphalidae (Cuadro 4).

2. Géneros Hemiargus, Pyrisitia y Urbanus

En términos del género Hemiargus, se detectaron diferencias significativas entre las
coloraciones ventrales de mariposas de diferentes niveles para todas las variables
ambientales: época, sitio, afio de colecta y especie (Cuadro 4). Sin embargo, cabe aclarar
que el tamafio de la muestra fue pequefio (n=16) y por lo tanto, los resultados de
ANOSIM podrian no ser concluyentes. Ademas, el analisis de conglomerados de la
superficie ventral de las alas situo a todos los individuos de Hemiargus en el mismo
cluster (Grupo A’), lo cual sugiere que no hay diferencias relevantes en los perfiles de
coloracion ventral de este género. En la superficie dorsal, no se reportaron diferencias
significativas entre los diferentes niveles de ninguna variable, no obstante, se conoce que
en las especies de la subfamilia Polyommatinae, los machos presentan coloraciones
azul/moradas metalicas y las hembras tienden a ser cafés (Kertész, et al., 2017). Por esta
razon, es recomendable llevar a cabo la clasificacion sexual de los organismos para poder

incluir el sexo como una variable en la parte de analisis.

El género Pyrisitia fue el unico con la clasificacion de sexo disponible para todos los
individuos fotografiados, por lo tanto, esta variable se incluy6 en el anélisis de similitud.
Se determind que existe una diferencia significativa entre machos y hembras de Pyrisitia,
tanto para las coloraciones dorsales como ventrales. EI dicromatismo sexual mas marcado
se encontro en la especie P. proterpia, en donde los machos presentan coloraciones
anaranjadas fuertes, y las hembras presentan anaranjados mas tenues (Apéndice 8).
Ademaés de la variacion sexual, se encontrd que existe una alta variacion intraespecifica
en los individuos de P. proterpia (Apéndice 11), por lo que seria importante continuar la

investigacion con este grupo.

No se detectaron diferencias significativas de coloracion dorsal entre las diferentes
especies del género Urbanus. Los adultos de Hesperiidae tienden a presentar colores

discretos y cripticos entre marrones y grises, y se ha hipotetizado que es una adaptacién a
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los pastizales y gramineas en donde dichas especies suelen habitar (Sahoo, et al., 2017).
Asimismo, la seleccién sexual no es un factor importante que ejerza efecto sobre la
coloracidn dorsal de la mayoria de Hesperiidae (Medina, et al., 2020). Sin embargo, en el
presente estudio no se contaba con la clasificacién sexual de los individuos de Urbanus,

por lo que no se puede comprobar el efecto de esta variable.

D. Meétodos de analisis de coloracién

Tradicionalmente, los estudios de variacion de coloracion en alas de lepidopteros
tienden a colectar individuos durante solo una temporada (o estacién) de campo, y suelen
utilizar métodos de cuantificacion de color muy invasivos, que terminan destruyendo al
ejemplar (como la espectrofotometria) y por lo tanto, se reduce el tamafio de la muestra
(Cuthill, et al., 2017). Las colecciones bioldgicas en combinacion con métodos de
cuantificacion de color no invasivos (e.g. Colordistance de R) representan una solucién a
varios de estos problemas en tres sentidos: 1) las colecciones bioldgicas resguardan datos
de al menos décadas de muestreo, permitiendo tener individuos colectados en diferentes
estaciones a lo largo de un plazo extendido de afos; 2) los nuevos métodos como
Colordistance permiten cuantificar el color de las alas a partir de iméagenes, de modo que
ningun ejemplar es destruido en el proceso y; 3) el tamafio de la muestra no es limitante,
pues se puede acceder a bases de datos de colecciones biologicas internacionales y de

multiples afios (Echeverria y Hulshof, 2019; Weller y Westneat, 2019).

Recientemente, han surgido varios protocolos de digitalizacién en portales de
biodiversidad (e.g. Portal de Biodiversidad de Guatemala: https://biodiversidad.gt/portal/)
que permiten la estandarizacion de imagenes en dichas colecciones. Es de suma
relevancia que todas las colecciones digitales se sumen a estos estdndares de
digitalizacién, que incluyen una tarjeta de color para la correccion del balance de blancos
y una barra de escala para la calibracion del tamafio de la muestra, de manera que los
datos sean de acceso libre y estandarizados para su uso en analisis macroecoldgicos
(Echeverria y Hulshof, 2019). La Coleccion de Artropodos de la Universidad del Valle de

Guatemala (UVGC) ha tenido varios avances en este tema, en tan solo 3 afios de trabajo,
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se han logrado digitalizar méas de 2,000 registros en el portal GBIF (Universidad del Valle
de Guatemala, 2022). Esto resalta la relevancia de estudios como este que visibilizan la

importancia de las colecciones bioldgicas.

Durante la toma de fotografias de este estudio, se procurd6 mantener las condiciones
mas homogeneas posibles para evitar sesgos. Tanto las condiciones de iluminacién, como
los parametros del 1SO y de la velocidad de disparo, son factores que de no ser tratados,
pueden ocasionar ruido en las imagenes y ser una fuente de error para los analisis
(Tronscianko y Stevens, 2015). Por esta razén, para todas las fotografias se utilizé la
misma caja de luz posicionada en el mismo sitio, con las lamparas colocadas en la misma
direccion y con la misma intensidad de luz. Ademas, se calibro el 1ISO con una cartilla del
color del fondo y se establecieron los mismos pardmetros para todas las fotografias (a
excepciodn de la velocidad). Otro paso importante para mantener la informacion de color
lo més fiel posible fue la calibraciéon mediante el ColorChecker Classic (Apéndice 1).
Esta herramienta es un objetivo de color estandar util para reproducir los colores de una
imagen de forma realista, reduciendo el sesgo de la iluminacion y la gestion de color en
distintas marcas de cdmara (Kordecki y Palus, 2014).

La exclusion del color de fondo fue otro procedimiento clave en la reduccion de
factores de error. Para asegurar que el programa no leyera pixeles que pertenecian al
fondo, se seleccion6 un color contrastante que no esta presente en ninguna de las
mariposas estudiadas aqui (verde brillante). En general, el paquete de Colordistance fue
muy efectivo para excluir del analisis los pixeles que pertenecian al fondo. Sin embargo,
para algunas especies, la cuantificacion de color y la lectura de pixeles arrojo un
contenedor de color verde. Se realizaron diferentes pruebas para eliminar estos pixeles en
el analisis, pero se determind que era un artefacto de la técnica que no afectaria en los
analisis posteriores, debido a que la representacion de este color era menor al 1% en todos
los casos. Por otro lado, el alfiler entomoldgico con el que se posicionaban las mariposas
sobre el fondo, no se enmascar6 con el color verde uniforme, por lo que fue incluido
como parte del objeto en todos los casos. Dado a que todos los organismos poseian un

alfiler del mismo color y tamafio, se determind que no afectaria en el andlisis, sin
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embargo, se recomienda enmascararlo para analisis mas robustos, o de ser posible, tomar

las fotografias retirando el alfiler del organismo.
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V. CONCLUSIONES

No se evidencio una diferencia significativa entre la época seca y la lluviosa en el
perfil de coloracion de alas de lepiddpteros diurnos (Nymphalidae) colectados en dos
bosques secos de Guatemala. Sin embargo, si se detectaron diferencias significativas
entre varios meses de colecta y, entre ellos, muchos casos en donde los meses pertenecen

a ambas estaciones del afio.

Se detectd una prevalencia de perfiles de coloracion de Nymphalidae con abundantes
tonos cafés y grises durante la época seca, mientras que, en la época lluviosa, tienden a
presentarse una mayor variedad de perfiles de coloracion. Se sugiere que este patrén
observado se debe al cambio drastico en la cobertura vegetal que atraviesan ambos sitios
de colecta durante la época seca, que favorece a los organismos con colores menos

conspicuos.

A partir de la cuantificacion de coloracion de los 3 géneros evaluados, se concluyo que
Hemiargus y Urbanus presentan poca variacion interespecifica, mientras que las especies
estudiadas de Pyrisitia difieren entre si. Asimismo, P. proterpia presenta una alta
variacion cromatica intraespecifica, y aunque se determind que el sexo es una variable
efectora de dicha diferencia, se sugiere que existen otras variables no evaluadas aqui que

podrian estar causando las diferencias observadas.
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VI. RECOMENDACIONES Y FUTUROS PASOS

El presente estudio solo considero los perfiles de coloracion para los diferentes analisis
ejecutados. Lo que quiere decir que dos organismos con los mismos colores, pero
patrones o distribuciones espaciales completamente distintas, pueden tener una
puntuacion de similitud muy alta. En el caso de lepidopteros, el patrén de coloracién de
alas es importante a considerar, pues las adaptaciones morfoldgicas y rasgos como marcas
focales, venas, transparencias y forma de las alas son clave para su biologia y evolucion.
Por esta razon, se recomienda continuar el analisis con herramientas complementarias
como patternize. Este es un paquete de R que cuantifica la variacion en los patrones de
color obtenidos a partir de datos de imagen, primero define la homologia entre las
posiciones de los patrones en las muestras, y categoriza la distribucion de colores usando
un umbral RGB, agrupamiento de k-medias o transformacién de cuencas hidrogréaficas
(Van Belleghem, et al., 2018).

Asimismo, se determind que las coloraciones metélicas son rasgos no detectados por
los canales de color RGB disponibles en Colordistance, y al reducir la informacién de los
colores de estos organismos metalicos a un color plano sin reflectancia, se podria
ocasionar la perdida de informacion importante para el analisis. Por esta razon,
coincidimos con los autores del paquete, en que es importante la inclusién de canales UV
para poder analizar estas coloraciones metalicas. Asimismo, se recomienda incluir en el
analisis otros espacios de color como CIE Lab, que aunque es una metodologia
computacionalmente méas costosa (respecto a RGB, que no requiere de un paso de
conversion de espacio de color), permite resultados méas precisos al reflejar distancias de

color intuitivas sin los problemas de no linealidad (Weller y Westneat, 2019).

Es importante mencionar que existen muchas variables del ambiente que no fueron
evaluadas en este estudio, que pueden ejercer un efecto sobre los patrones de coloracién
de mariposas y su evolucién. Dado que se sabe que el color puede estar involucrado en la

termorregulacion, la cripsis, el aposematismo y la seleccion sexual, seria importante
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estudiar el efecto de variables como la presion de los depredadores, las fluctuaciones en la
precipitacion a través del afo, los niveles de toxicidad de las mariposas y las coloraciones
de fondos (troncos de arboles, flores, etc.) sobre los que se posan las mariposas, sobre el

color de alas de los organismos (Medina, et al., 2020).

De acuerdo con los resultados obtenidos, el género Pyrisitia posee una alta variacion
cromatica tanto intraespecifica como interespecifica. Se hipotetiza que existen mas
variables, adicionales al sexo y la especie misma, que podrian estar causando esta
variacion en los perfiles de coloracién. Por esto, se recomienda continuar con un estudio

mas exhaustivo con un mayor esfuerzo de colecta para este género.

La replicabilidad y continuacion en proyectos de investigacion son pilares
fundamentales en la ciencia. Al emplear muestras de la UVGC, esta investigacion abre la
oportunidad a que se lleve un monitoreo de las fluctuaciones o cambios de coloracion en
alas de mariposas a largo plazo. De esta manera, se podrian sentar las bases para
comprender el efecto del cambio climatico sobre la coloracion de las alas de mariposas a
través de los afios, y asi modelar posibles efectos con base en los diferentes escenarios de
clima a futuro. Dicha aplicacion es de vital importancia, pues se ha reportado que la
temperatura alterada y cambios en otros regimenes ambientales tendra efectos en la

fenologia y morfologia de las mariposas (Davies, 2019).

Por otro lado, para continuar el estudio, se sugiere incluir el analisis de los perfiles de
coloracion de mariposas diurnas colectadas en otro sitio con un ecosistema distinto, como
un bosque nuboso. Esta comparacion seria interesante para evaluar si la prevalencia
reportada de los colores cafés en la época seca se debe a la marcada estacionalidad
exclusiva del bosque seco, o bien, si este u otro patron esta presente en las mariposas de

otra region de Guatemala.

A su vez, es recomendable realizar diferentes pruebas con otros métodos no evaluados
aqui, para llegar a un protocolo més estandarizado. Se considera importante recomendar:

1) para la toma de fotografias, emplear un lente macro para la toma de fotografias de los
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ejemplares pequefios (como Hemiargus), 2) para las matrices de distancia, probar otras
métricas como X? ademéas de EMD, 3) para la agrupacion de colores, considerar otro
método adicional a k-medias, y 4) para la cuantificacion de color, probar el uso de otros
espacios de color como CIE Lab.
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VIII. APENDICES

orchecker i ‘

APENDICE 1. Cartilla de color estandar utilizada para calibracion de color de las
fotografias modelo: ColorChecker Classic de X-Rite ®
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APENDICE 2. Ejemplo de mariposa Manataria maculata con mas del 30% de dafio

estructural en las alas.
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APENDICE 3. Resumen de informacion de especies fotografiadas (de la familia
Nymphalidae).

ID de los especimenes Epoca de Sitio de
colecta colecta Afios de colecta
Subfamilia Especie Ind. Sec. Llu. LC RH

Biblidinae Biblis hyperia 1 0 1 1 0 2011
Biblidinae Bolboneura sylphis 4 0 4 4 0 2011, 2012
Biblidinae Catonephele mexicana 3 1 2 3 0 2011
Biblidinae Diaethria astala 6 0 6 5 1 2011, 2012, 2017
Biblidinae Dynamine dyonis 4 1 3 4 0 2011
Biblidinae Dynamine postverta 5 2 3 5 0 2011, 2014
Biblidinae Dynamine theseus 2 0 2 2 0 2011, 2021
Biblidinae Epiphile adrasta 4 0 4 4 0 2011
Biblidinae Eunica monima 8 2 6 3 5 2011, 2012, 2015, 2016,

2018, 2022
Biblidinae Eunica tatila 1 0 1 1 0 2011
Biblidinae Hamadryas atlantis 3 0 3 2 1 2011, 2016
Biblidinae Hamadryas februa 3 2 1 2 1 2011, 2012, 2016
Biblidinae Hamadryas glauconome 3 2 1 2 1 2011, 2022
Biblidinae Hamadryas guatemalena 3 0 3 3 0 2011, 2012
Biblidinae Mestra amymone 3 0 3 3 0 2011, 2012
Biblidinae Temenis laothoe 1 0 1 0 1 2016
Charaxinae Anaea aidea 6 2 4 2 4 2011, 2012, 2016, 2018
Charaxinae Fountainea glycerium 4 0 4 4 0 2011, 2012
Charaxinae Zaretis ellops 5 1 4 5 0 2011, 2012
Danainae Dircenna klugii 2 1 1 2 0 2011
Danainae Mechanitis lysimnia 1 0 1 0 1 2016
Danainae Danaus gilippus 1 1 0 0 1 2016
Danainae Danaus eresimus 3 0 3 1 2 2011, 2016, 2021
Heliconiinae Heliconius charithonia 1 0 1 1 0 2011
Heliconiinae Euptoieta hegesia 1 0 1 0 1 2011
Heliconiinae Dryas iulia 1 0 1 0 1 2016
Heliconiinae Dione juno 3 3 0 3 0 2011, 2012
Heliconiinae Dione moneta 1 0 1 1 0 2012
Heliconiinae Agraulis vanillae 3 0 3 3 0 2011, 2012
Heliconiinae Eueides isabella 1 1 0 1 0 2011
Libytheinae Libytheana carineta 2 0 2 1 1 2011, 2016
Limenitidinae  Adelpha paroeca 2 1 1 2 0 2011
Limenitidinae  Adelpha iphicleola 6 0 6 1 5 2012, 2016
Limenitidinae  Adelpha melanthe 3 0 3 3 0 2011
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Epoca de Sitio de
ID de los especimenes
colecta colecta Afios de colecta
Subfamilia Especie Ind. Sec. Llu. LC RH
Cyrestinae Marpesia petreus 3 0 3 3 0 2011
Nymphalinae  Anartia fatima 1 0 1 1 0 2011
Nymphalinae  Anthanassa ptolyca 3 1 2 2 1 2011, 2019
Nymphalinae  Anthanassa tulcis 3 1 2 1 2 2011, 2021
Nymphalinae  Chlosyne erodyle 2 0 2 2 0 2011, 2019
Nymphalinae  Chlosyne lacinia 6 2 4 5 1 2011, 2016, 2020, 2021
Nymphalinae  Chlosyne melanarge 2 0 2 0 2 2016, 2021
Nymphalinae  Chlosyne rosita 4 0 4 1 3 2011, 2019, 2021
Nymphalinae ~ Chlosyne theona 7 1 6 4 3 2011, 2012, 2016
Nymphalinae  Historis odius 2 0 2 2 0 2011, 2012
Nymphalinae  Junonia evarete 4 0 4 4 0 2011, 2012, 2019
Nymphalinae Microtia elva 5 2 3 5 0 2011, 2012, 2015
Nymphalinae  Siproeta epaphus 2 0 2 2 0 2011
Nymphalinae  Siproeta stelenes 2 0 2 2 0 2011
Nymphalinae ~ Smyrna blomfildia 2 0 2 1 1 2011
Nymphalinae  Tegosa guatemalena 2 2 0 2 0 2012
Satyrinae Cissia themis 6 0 6 2 4 2011, 2016, 2019
Satyrinae Cissia similis 11 5 6 2 9 2011, 2012, 2016
Satyrinae Hermeuptychia hermes 6 2 4 1 5 2012, 2016, 2021
Satyrinae Euptychia fetna 2 0 2 2 0 2011, 2012
Satyrinae Cyllopsis gemma 3 2 1 3 0 2011
Satyrinae Cyllopsis hedemanni 1 1 0 1 0 2012
Satyrinae Cyllopsis pephredo 3 2 1 3 0 2011, 2017
Satyrinae Taygetis thamyra 1 0 1 0 1 2011
TOTAL 59 especies 184 41 143 125 59 2011 al 2022
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APENDICE 4. Resumen de informacion de especies fotografiadas de las familias
Lycaenidae, Pieridae y Hesperiidae.

ID de los especimenes Epoca de Sitio de
colecta colecta Afios de colecta
Familia Especie Ind. Sec. Llu. LC RH

Lycaenidae Hemiargus ceraunus 7 3 4 3 4 2011, 2015, 2016
Lycaenidae Hemiargus hanno 9 0 9 0 9 2016, 2018
Pieridae Pyrisitia dina 7 4 3 0 7 2016, 2017
Pieridae Pyrisitia nise 14 6 8 7 8 2016 al 2021
Pieridae Pyrisitia proterpia 9 1 8 4 5 2011, 2015, 2016
Hesperiidae Urbanus dorantes 18 3 15 3 15 2011, 2016, 2018
Hesperiidae Urbanus esmeraldus 4 0 4 3 1 2011, 2018
Hesperiidae Urbanus viterboana 1 3 2 2011, 2012, 2016
TOTAL 8 especies 73 18 55 23 51 2011 al 2021

APENDICE 5. Ejemplo de base de datos de valores RGB y porcentaje para histograma de
perfil de coloracion de Siproeta stelenes (Nymphalidae).

Contenedor R G B Porcentaje (%)
1 0.60892121 0.3316398 0.05943903 19.38
2 0.75905618 0.233245 0.0076988 14.995
3 0.53500697 0.3382016 0.1267914 14.665
4 0.35196658 0.3649583 0.28307511 10.76
5 0.35227634 0.3675536 0.28017008 8.915
6 0.49005168 0.3380334 0.1719149 8.205
7 0.35340911 0.3603937 0.28619721 7.315
8 0.45748293 0.3450625 0.19745457 5.31
9 0.42718263 0.3487379 0.22407952 3.825
10 0.39056732 0.3572832 0.25214944 3.65
11 0.35480462 0.352445 0.29275042 2.675
12 0.06961588 0.7117606 0.21862348 0.305

KMeans color clusters (12 clusters)
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APENDICE 6. Conformacion de grupos del anélisis de conglomerado para ninfalidos,

vista dorsal (k=9).

Especies

Perfiles de coloracion especies

Categoria de color

GRUPO 1

I

o N

10.
11.

12.
13.

Agraulis vanillae
Anaea aidea
Anartia fatima
Dione juno
Dircenna klugii
Dynamine dyonis
(macho)

Epiphile adrasta
Euptoieta hegesia
Fountainea
glycerium
Marpesia petreus
Mechanitis
lysimnia
Microtia elva
Smyrna
blomfildia

Marrones con
naranjas

GRUPO 2

Nogh~wdbE

©

Agraulis vanillae
Anaea aidea
Danaus eresimus
Danaus gilippus
Dione juno
Dryas iulia
Fountainea
glycerium
Marpesia petreus
Temenis laothoe
Zaretis ellops
(macho)

Rojizos con cafés

(o)
o



Especies Perfiles de coloracion especies Categoria de color
iphicleola
2. Anthanassa _ I
3. Bolboneura -
4. Catonephele
8 (hembra) Negros y morados
2 5 Chlogne I
o erodyle
6. Chiosyne =
lacinia
7. Chlogyne osita =
8. Dynamine
postverta B
feni) e
9. Eunica tatila :
1. Adelpha
iphicleola B
2. Adelpha
paroece B
le) tulcis Negros y
% 4. Catonephele _ . amarillos
?D: mexicana verdosos
6. Heliconius
7. Siproeta
stelenes N b
- N
2. Biblis hyperia
o 3 Catoneptele B N
Q mexicana Negros con
= 4. Dione moneta _ rojizos
o 5. Eueides isabella
6. Histors ot B
epaphus
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K Especies Perfiles de coloracion especies Categoria de color
1. Cissia similis _.I
3. Cyllopsis
4. Cyllopsis
© 5. Cyllopsis
= 6. Euptychia fetna
hermes
thamyra
1 Anthanassa =
Chio =
2. Chlosyne
.
3. Chlosyne
4. Dircenna Klugii
~ postverta
) 6. Dynamine Cafés y grises
7. Hamadryas :
8. Hamadryas
9. Hamadryas
10. Hamadryas =
11. Mestra
amymone




K Especies Perfiles de coloracion especies Categoria de color
lacinia
2. Chlosyne - T
O |
3. Dynamine
« 4. Danaus
3 5. Eunica monima _ Cafés y ocres
C 6. Junonia evarete
carinenta '
o, Microtia lva I 0
guatemalena - =
10. Zaretis ellops - 1_ l
3 1. Diaethria astala _I Negro con azul
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APENDICE 7. Conformacion de grupos del analisis de conglomerado para ninfalidos,

vista ventral (k=9).

K Especies

Perfiles de coloracion de especies

Categoria de color

1. Anaea aidea

2. Anthanassa tulcis
3. Bolboneura sylphis
4. Chlosyne erodyle
5. Chlosyne lacinia
6. Chlosyne
melanarge
7.Chlosyne rosita

I En i

L el
IS N
I |
I
I B

11. Euptoieta hegesia
12. Fountainea
glycerium

13. Junonia evarete
14. Siproeta epaphus
15. Zaretis ellops
(macho)

S 8. Cissia similis
9. Cissia themis _ ;
) 10. Cyllopsis Cafésy ocres
[+
» pephredo —
11. Eunica monima _
12. Hermeuptychia -
hermes _
13. Libytheana Bl il
carinenta -
14. Marpesia petreus — I
15 Smyma = 1)
blomfildia
|
N B
1. Agraulis vanillae -H[_.|
2. Anartia fatima
4. Catonephele i
mexicana (macho) _
5. Danaus eresimus .
6. Danaus gilippus _I
S 4 Dionemon HN
o 8. Dione moneta
S 9. Dircenna klugii - A Naranjas y ocres
S 11 Bupoietan I |
= e
T
Al B 1l
HE R
N T 1




K Especies Perfiles de coloracion de especies Categoria de color
1 adepraiphiceora [ R
2. Adelpha paroeca
3. Biblis hyperia = s
© 4. Bolboneura sylphis . .
o
2 5. Dynamine dyonis —Il Beiges y grises
[+ .
postverta
1. Adelpha melanthe
2. Chlosyne lacinia Il TEN
< 2 Epiphile acradia N T
8 4, Eplphl_le adrasta Ocres y cafés
@ 6. Marpesia petreus
8. Zaretis ellops !
(o B | |
1. Agraulis vanillae |
2. Anthanassa Il AR B
- ptolyca _ ' ‘H _
o 3. Anthanassa tulcis Ocres, grisesy
2 4. Bolboneura sylphis cafés
-}
2 5. Chlosyne theona Bl N
postverta (hembra)

7. Mestra amymone

85



K Especies Perfiles de coloracion de especies Categoria de color
1. Agraulis vanillae _l
2. Catonephele
pretonvs | |l
3. Chlosyne erodyle
. melanarge : .
% 6. Dione juno
@ 7. Epiphile adrasta ml
© 8. Eueides isabella
9. Eunica tatila _ |
10. Hamadryas
atlantis _
11.Smyrna blomfildia _ |
12. Temenis laothoe
2. Cyllopsis gemma
hedemanni
5. Epiphile adrasta :
. 7. Euptychia fetna .
~ .
S glycerium Cafés y negros
PN N

hermes

10. Historis odius
11. Microtia elva

12. Taygetis thamyra
13. Tegosa
guatemalena

14. Zaretis ellops
(hembra)




Especies

Perfiles de coloracion de especies

Categoria de color

GRUPO &

1. Diaethria astala
2. Dynamine theseus
3. Fountainea
glycerium

4. Hamadryas
atlantis

Grises/negros y
rojizos

GRUPO 9

1. Hamadryas februa
2. Hamadryas
glauconome

3. Hamadryas
guatemalena

4. Heliconius
charithonia

5. Siproeta stelenes

Negros y grises

APENDICE 8. Conformacion de grupos del analisis de conglomerado para individuos de

los géneros Pyrisitia, Urbanus y Hemiargus, vista dorsal (k=8).

K Especies Perfiles de coloracidn de especies Categoria de color
< .
% 2. Hemiargus hanno Gris y café
5 (macho) C B e j
C]
o 1. Hemiargus ceraunus _
% (hembra) Amarillos y cafés
% 3. Pyrisitia dina (hembra)
4. Pyrisitia nise (hembra)
o e
g & Pt (rac) 1 e
5 2 .
2 (hembra) = i anaranjados




~

Especies

Perfiles de coloracion de especies

Categoria de color

GRUPO D

1.Pyrisitia dina (macho)

Amarillos fuerte

GRUPO E

1. Pyrisitia nise (macho)

Amarillos palidos

GRUPO F

1.Pyrisitia proterpia
(macho)

Anaranjado fuerte

GRUPOS G

1. Pyrisitia proterpia
(hembra)

2. Urbanus dorantes
(macho)

3. Urbanus esmeraldus
4. Urbanus viterboana

- anm

Cafés y azules

GRUPOS H

Urbanus dorantes
(hembra)

Urbanus esmeraldus
(macho)

Urbanus viterboana
(macho)

Negros y azules

APENDICE 9. Conformacion de grupos del analisis de conglomerado para los individuos
de los géneros Pyrisitia, Urbanus y Hemiargus, vista ventral (k=8).

K Especies Perfiles de coloracion especies Categoria de
color

. 1. Hemiargus ceraunus . I

< .

o 2. Hemiargus hanno

% (macho) I Grises claros

% 3. Pyrisitia dina (hembra) I

4. Pyrisitia nise (hembra)
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K Especies Perfiles de coloracion de especies Categoria de
color

: |

g 1. Pyrisitia dina (macho) Amarillos

a 2. Pyrisitia nise (macho) I I palidos

O

O 1. Pyrisitia dina (macho)

g 2. Pyrisitia proterpia I Amarllllos y

a (hembra) cafés

: |

@) e Amarillos

2 1.Pyrisitia dina (macho) fuertes

4

O

. |

g 1. Pyrisitia dina (macho) Amarillos

a 2. Pyrisitia nise (hembra) verdosos palidos

: Bl

[

O 1.Pyrisitia proterpia . . l Anaranjados

a (macho) fuertes

o

1. Pyrisitia proterpia

v (hembra)

v 2. Urbanus dorantes Cafés

8 (macho y hembra) anaran'aé/os

a 3. Urbanus esmeraldus !

O (macho)

4. Urbanus viterboana




K Especies Perfiles de coloracion de especies Categoria de
color

1. Urbanus dorantes
(macho)

2. Urbanus esmeraldus
3. Urbanus viterboana
(macho)

Negros y cafés

GRUPOS H’

APENDICE 10. Resultados de prueba de hipotesis estadistica por pares con Adonis de
vegan.

Grupo Variable Comparacion de niveles R? F Pr(>F)
evaluado ambiental
Nov. vs. Dic. 0.20394 5.8922 0.016*
Nov. vs. Oct. 0.10433 4.4262 0.028*
Jun. vs. Dic. 0.08987 3.9495 0.035*
Mes Jun. vs. Ogt. 0.07213 4.2755 0.026*
Ago. vs. Dic. 0.17218 6.0317 0.01**
Ago. vs. Oct. 0.10741 5.2946 0.013*
Sept. vs. Dic. 0.16064 5.5502 0.017*
Sept. vs. Oct. 0.11982 5.99 0.009**
Charaxinae vs. Nymphalinae 0.25667 20.373 0.0001***
— Charaxinae vs. Limenitidinae 0.18877 6.2828 0.003**
& Charaxinae vs. Biblidinae 0.27448 25.348 0.001***
8 Charaxinae vs. Satyrinae 0.78077 163.83 0.001***
5 Charaxinae vs. Libytheinae 0.22704 4.4059 0.044*
‘g Nymphalinae vs. Heliconiinae 0.27538 20.902 0.001***
= Nymphalinae vs. Biblidinae 0.13762 15.639 0.001***
% Nymphalidae vs. Cyrestinae 0.13991 7.6457 0.003**
8 Nymphalinae vs. Satyrinae 0.34071 39.791 0.001***
E Nymphalinae vs. Danainae 0.07316 4.0256 0.025*
g- Subfamilia I__|mer_1|_t|(_1|nae VS. Cy_restl_r_lae 0.33605 6.0735 0.006**
> Limenitidinae vs. Heliconiinae 0.20757 6.0248 0.003**
Limenitidinae vs. Biblidinae 0.14046 10.785 0.001***
Limenitidinae vs. Satyrinae 0.58639 63.797 0.001***
Heliconiinae vs. Biblidinae 0.25991 22.124 0.001***
Heliconiinae vs. Satyrinae 0.81216 181.59 0.001***
Biblidinae vs. Satyrinae 0.04529 4.0321 0.024*
Biblidinae vs. Danainae 0.11447 7.6266 0.002**
Biblidinae vs. Cyrestinae 0.10902 6.7296 0.007**
Satyrinae vs. Danainae 0.6765 79.467 0.001***
Satyrinae vs. Cyrestinae 0.79867 134.88 0.001***
Satyrinae vs. Libytheinae 0.31112 14.904 0.006**
Nov. vs. Mayo 0.12849 4.2757 0.015*
® Nov. vs. Dic. 0.18313 5.3805 0.008**
8 May. vs. Ago. 0.13179 5.3128 0.01**
§ May. vs. Sept. 0.15098 6.046 0.005**
= Ago. vs. Dic. 0.1516 5.3608 0.018*
< 8 Mes Ago. vs. Abr. 0.10689 3.4709 0.045*
S5 Sept. vs. Dic. 0.16599 5.7718 0.011*
s~ Sept. vs. Oct. 0.07764  3.7038 0.03*
g Sept. vs. Abr. 0.11401 3.6031 0.045*
> Dic. vs. Jul. 0.11681 3.3064 0.042*
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Comparacion de niveles R? F Pr(>F)
Charaxinae vs. Heliconiiane 0.20447 6.1685 0.018*
Charaxinae vs. Biblidinae 0.12933 9.952 0.001***
Charaxinae vs. Satyrinae 0.22433 13.592 0.001***
Charaxinae vs. Danainae 0.34394 10.485 0.004**
Nymphalinae vs. Heliconiinae 0.12759 8.1898 0.003**
Nymphalinae vs. Biblidinae 0.14874 17.298 0.001%***
Nymphalinae vs. Satyrinae 0.2249 22.922 0.001***
Nymphalinae vs. Danainae 0.2341 15.894 0.001***
Limenitidinae vs. Heliconiinae 0.22163 6.549 0.006**
Limenitidinae vs. Biblidinae 0.05602 3.9164 0.02*
Subfamilia Limenitidinae vs. Satyrinae 0.35606 25.436 0.001***
Limenitidinae vs. Danainae 0.42813 14.224 0.001***
Limenitidinae vs. Cyrestinae 0.22211 3.4263 0.036*
Heliconiinae vs. Biblidinae 0.24828 20.808 0.001***
Heliconiinae vs. Cyrestinae 0.30254 5.2053 0.034*
Heliconiinae vs. Satyrinae 0.61148 67.675 0.001***
Heliconiinae vs. Libytheinae 0.27149 4.0994 0.01**
Biblidinae vs. Satyrinae 0.17827 18.658 0.001***
Biblidinae vs. Danainae 0.31673 27.35 0.001%**
Satyrinae vs. Danainae 0.71542 98.042 0.001***
Danainae vs. Libytheinae 0.53961 8.2044 0.03*
Danainae vs. Cyrestinae 0.53373 9.1575 0.008**

P DT
0o Pe

APENDICE 11. Vista dorsal de los individuos fotografiados de Pyrisitia proterpia
(Pieridae) demostrando alta variacion sexual (entre macho y hembra) e intraespecifica.
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