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Resumen

Las luciérnagas son un grupo de insectos bioluminiscentes con alrededor de 110 géneros y
mas de 2,200 especies a nivel mundial. En Guatemala se reconocen al menos 14 géneros, pero no
hay un registro actualizado de especies y, en general, se conoce muy poco de la biologia de
luciérnagas de la region. La identificacion de especies ha resultado especialmente dificil por varias
razones, incluyendo falta de datos genéticos y descripciones taxonémicas desactualizadas. En este
sentido, este es el primer estudio que se propone identificar taxondmicamente y genéticamente
especies del género Photinus colectadas en Guatemala. Para esto se llevaron a cabo mediciones y
andlisis morfométricos utilizando MorphoTools2, ademas de estudios taxonémicos actualizados y
reconstrucciones filogenéticas de maxima verosimilitud y bayesianas, basadas en el marcador
mitocondrial COI. Se identificaron cinco morfoespecies con base en morfologia y genética.
Ademas, se presentan arboles filogenéticos actualizados del género Photinus, en los cuales se
posiciona a las especies colectadas y se muestra evidencia que apoya la hipétesis de un posible
origen Centroamericano de especies norteamericanas. La metodologia empleada en este estudio
tiene potencial aplicacion a otros taxones, con el fin de ampliar el conocimiento sobre lampiridos y
tomar mejores decisiones sobre su conservacion.

Palabras clave: Photinus, COlI, filogenética, taxonomia, Lampyridae, MorphoTools2.



Abstract

Fireflies are a group of bioluminescent insects with around 110 genera and more than 2,200
species worldwide. In Guatemala, at least 14 genera are recognized, but there is no updated record
of species and in general, very little is known about the biology of fireflies in the region. Species
identification has proven especially difficult for several reasons, including a lack of genetic data
and outdated taxonomic descriptions. This is the first study that aims to taxonomically and
genetically identify species of the genus Photinus collected in Guatemala. For this, measurements
and morphometric analysis were carried out using MorphoTools2, in addition to updated taxonomic
studies and phylogenetic maximum likelihood and Bayesian reconstructions based on COI. Five
morphospecies were identified based on morphology and genetics. In addition, updated
phylogenetic trees of the genus Photinus are presented, in which the collected species are positioned
and evidence supporting the possible origin of North American species in Central America is
shown. The methodology used in this study has potential application to other taxa, in order to
broaden knowledge about lampyrids and make better decisions about their conservation.

Key words: Photinus, COl, phylogenetics, taxonomy, Lampyridae, MorphoTools2.
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l. Introduccion

Las luciérnagas son un grupo de insectos carismaticos, reconocidas casi siempre por su
bioluminiscencia. A nivel mundial, hay reportados 110 géneros y mas de 2,200 especies descritas.
A pesar de su diversidad, muy poco se conoce sobre la biologia, ecologia y comportamiento de este
grupo. La identificacion por medios genéticos y taxondmicos de luciérnagas ha resultado
especialmente dificil de resolver, sobre todo porque la mayoria de especies no cuentan con sus
codigos de barras genéticos y las descripciones originales son antiguas. Por lo tanto, este tipo de
estudios es relevante tomando en cuenta que muchas especies se siguen descubriendo y
describiendo.

En el segundo capitulo de este trabajo, se presentan los principales antecedentes y estudios
previos relacionados a las luciérnagas, el género Photinus, la taxonomia, la genética y la
demografia. En Guatemala, se tiene publicado solamente un estudio que representa la fenologia de
varias especies de luciérnagas en un pequefio bosque cerca de la ciudad. Ademas de este vacio de
informacidn, se encontr6 que muchas luciérnagas que permanecen en las colecciones del pais,
siguen sin ser identificadas a nivel de especie. Debido a este vacio de informacién basica, fue que
se inicié este estudio con el fin de identificar varias especies del género Photinus, que estan
presentes en Guatemala, a través de analisis morfométricos, taxonémicos y genéticos.

En el quinto capitulo se explican los tres tipos de analisis que se utilizaron para llegar a una
identificacion clara y precisa de las especies colectadas. Los analisis morfométricos permitieron
tener una idea general de como se agrupan las especies colectadas de acuerdo a su morfologia.
Luego, el analisis taxondémico nos llevd a una investigacion bastante extensa en cuanto a literatura,
recurriendo a descripciones realizadas en el siglo XVIII y a corroborar esta informacion con
especimenes tipo, en museos. Finalmente, los analisis genéticos basados en el gen COI permitieron
reconstruir y actualizar la filogenia del género Photinus, incluyendo las especies colectadas en este
estudio.

En el sexto y séptimo capitulo, se muestran los principales resultados morfométricos,
taxonémicos y genéticos generados. Se discute sobre las especies identificadas y la importancia de
generar y unificar varios tipos de datos en la identificacion de especies de luciérnagas. Finalmente,
en el octavo capitulo se presentan las conclusiones de este trabajo, en donde se resalta las especies
identificadas en este estudio y la potencial aplicacion de este tipo de analisis para otros taxones.

En los altimos capitulos del trabajo, se incluyen algunas recomendaciones, la bibliografia
completa utilizada, y anexos con cuadros y figuras secundarias en donde se puede ampliar los
resultados y analisis presentados, asi como un glosario con términos principalmente asociadas a la
morfologia de luciérnagas.



I1. Antecedentes

A. Familia Lampyridae

Las luciérnagas (Lampyridae Rafinesque, 1815) son una familia diversa de escarabajos
(orden Coleoptera) cosmopolitas. En el mundo existen alrededor de 145 géneros y 2,200 especies
descritas (Ge et al., 2021; Martin et al., 2019, 2021; Silveira et al., 2020); aunque la clasificacion
taxondémica de este grupo ha sido confusa y cambiante (Martin et al., 2019). Estan distribuidas en
todo el mundo (Koken et al., 2022), pero son méas abundantes en regiones tropicales y neotropicales
(da Silva Nunes et al., 2021). La mayoria esta presente en zonas relativamente himedas, mientras
que pocas se distribuyen en zonas aridas (Zaragoza-Caballero, Lopez-Pérez, et al., 2020). Ademés
de su variabilidad morfoldgica, también son ecoldgicamente heterogéneos pues viven en distintos
habitats: margenes de bosque o campos abiertos cercanos a fuentes de agua, mientras que otras
pocas son semi o totalmente acuéticas; algunas incluso se encuentran en areas urbanas (da Silva
Nunes et al., 2021).

Las luciérnagas son insectos holometabolos y polifagos (Murphy & Moiseff, 2019),
reconocidos debido a la bioluminiscencia que presentan sus estados larvarios y muchos adultos
(Riley et al., 2021; Wilcox & Wilson, 2021). Su ciclo de vida se presenta en la Figura 1, en el cual
se observan cambios morfolégicos dramaticos a lo largo de su desarrollo.

Figura 1. Ciclo de vida de una luciérnaga del género Photinus. a) larva bioluminiscente, b) pupa,
¢) macho adulto, d) hembra adulta, €) huevos, f) aparato luminico macho y g) aparato luminico
hembra.

Fuente: elaboracion propia, adaptado de (Lewis & Cratsley, 2008).
B. Geénero Photinus

El género Photinus fue descrito en 1833 por Castlenau y posteriormente en 1857 por
Lacordaire. Siguiendo la nomenclatura descrita por (Martin et al., 2019), el género forma parte de
la subfamilia Lampyrinae y la tribu Photinini. Es uno de los géneros que posee mayor riqueza de
especies en la familia Lampyridae. Por ejemplo, en un estudio reciente se reportaron al menos un
54.7% (127 especies) de luciérnagas de México pertenecientes al género Photinus (Pérez-
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Hernandez et al., 2022). Segun Zaragoza-Caballero (2005): “Son luciérnagas con el clipeo
libremente articulado a la frente; sutura fronto-clipeal membranosa; cuerpo oval o paralelo; antenas
de ordinario filiformes, regularmente rebasando las coxas posteriores; aparato luminoso casi
siempre presente; edeago trilobulado, corto, I6bulo medio con o sin un par de excrecencias dorso-
basales”. Para una mejor comprension, se cred un glosario (Anexo A) y una descripcion mas
completa del género Photinus (Anexo B).

La caracterizacion de especies del género Photinus es dificil ya que es uno de los méas
abundantes. Ademas, el cuerpo de sus especies tiene forma variada, sus ojos tienen distintos
tamanos, las antenas varian en forma y longitud, lo mismo que los ultimos segmentos abdominales.
La mayoria de especies de habito nocturno tiene un aparato luminoso en los esternitos 5-6 y 0jos
desarrollados, pero también hay otras especies con el abdomen totalmente negro y ojos reducidos.
El Unico caracter en comun son las excrecencias dorsales en el 16bulo medio del edeago, aunque
también esta presente en los géneros Ellychnia y Macrolampis (Zaragoza-Caballero, 1995, 2005).
Por estas razones, tanto la morfologia de adultos y del edeago (Figura 2), se han tomado como base
para la identificacion de las especies de lampiridos (Green, 1961).

b c
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Figura 2. Morfologia de un adulto lampirido. a) vista dorsal, b) vista ventral, c) cabeza; Oj = ojo,
Cl = clipeo, PLb = palpo labial, Mnd = mandibulas, PMx = palpo maxilar, Fa = fosa antenal, Esc
= escapo, di = distancia interocular y ei = espacio interocular. Morfologia del edeago: d) vista
dorsal, e) vista ventral y f) vista lateral.
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Fuente: (Zaragoza-Caballero, Lopez-Pérez, et al., 2020).



Adicionalmente, este género muestra una alta diversidad de comportamientos, habiendo
tanto especies bioluminiscentes y especies que han perdido esta caracteristica (Stanger-Hall &
Lloyd, 2015a). Entre las especies bioluminiscentes, las especies del género Photinus muestran una
gran gama de patrones de luz (Lloyd, 1966).

C. Bioluminiscencia

Las luciérnagas son el grupo terrestre de organismos mas diverso que produce
bioluminiscencia. La bioluminiscencia se define como un complejo sistema de sefializacion en
animales, gque se utiliza como una sefial aposematica o como sefial sexual (Branham, 2003). Hay
que resaltar que la bioluminiscencia esta presente en todas las larvas, pero no en todos los adultos
(Faust, 2017). Se plantea la hipdtesis de que, durante la etapa larvaria, la bioluminiscencia es una
sefial aposematica, ya que las larvas poseen unas sustancias toxicas Ilamadas lucibufaginas
(sustancias esteroideas con un sabor desagradable para los depredadores). Las lucibufaginas han
sido caracterizadas principalmente en algunas especies de Norteamérica (ej. Photinus pyralis) (T.
R. Fallon et al., 2018).

Adicionalmente, se hipotetiza que el aposematismo pudo haber sido el origen de la
bioluminiscencia en luciérnagas y que luego evolucion6 como una sefial sexual en adultos, aunque
ha habido ganancias y pérdidas de este comportamiento en distintos linajes evolutivos (Martin et
al., 2015, 2017). La luz producida es resultado de una reaccién quimica que se lleva a cabo en el
6rgano de luz e involucra el magnesio, el ATP y la luciferina en presencia de la enzima
bioluminiscente luciferasa (T. R. Fallon et al., 2018; Martin et al., 2017).

D. Estudios moleculares

El cddigo de barras de la vida (DNA barcoding, en inglés) consiste en una técnica molecular
gue se basa en el uso de fragmentos cortos de ADN relativamente conservados que permiten
caracterizar genéticamente distintas especies. En términos generales, una regién candidata a ser
utilizada como cédigo de barras debe cumplir con tres criterios: 1) contener una variabilidad y
divergencia genética significativa a nivel de especies, 2) poseer sitios 0 regiones flanqueantes
conservados para desarrollar cebadores universales con aplicaciones taxonémicas y 3) la secuencia
debe ser corta, entre 400-800 pb, para facilitar la extraccion y amplificacion (Kress & Erickson,
2008).

Algunos de los marcadores mas utilizados actualmente son los marcadores mitocondriales.
Los genes mitocondriales son preferidos y ampliamente utilizados en animales como marcadores
universales para la técnica del DNA barcoding, ya que poseen herencia matrilineal y no se ven
afectados por eventos de recombinacion. Adicionalmente, maltiples mitocondrias estan presenten
en una célula, por lo que se tienen mas copias en comparacion de una copia de un gen nuclear de
cada parental. Algo muy importante es que el ADN mitocondrial puede ser recuperado de muestras
degradadas o0 muy pequefias (Tahir & Akhtar, 2016). El gen mitocondrial Citocromo C Oxidasa
Subunidad | (COIl) posee una alta tasa de mutacion en animales, lo cual causa una alta variacion
intraespecifica y permite la identificacion de especies (D. R. Maddison, 2012; Tahir & Akhtar,
2016).

A diferencia de los genes mitocondriales, el uso de genes nucleares como codigos de barras
es un poco mas reciente. Algunas ventajas que dan estos marcadores nucleares es que la longitud
de los codigos de barras suele ser mas corta que los mitocondriales y esto facilita la amplificacion
de ADN. Sin embargo, estos genes son mas conservados que los mitocondriales, especialmente los

4



del ARNr nuclear. Esto los hace indicados para resolver relaciones filogenéticas en niveles
taxonémicos mas altos (Hui et al., 2021; Paracchini et al., 2018; Wahlberg & Johanson, 2018). La
proteina wingless ha sido ampliamente utilizado para estudios de inferencia filogenética en insectos
(D. R. Maddison, 2012). Se ha utilizado para resolver relaciones filogenéticas entre Lampyridae y
el género Photinus. Se encontr6 que este gen tiene una buena resolucion en distintos niveles
taxondémicos y tanto en divergencias recientes como profundas (Stanger-Hall & Lloyd, 2015).

En cuanto a estudios moleculares previos del género Photinus, se han establecido relaciones
filogenéticas principalmente entre especies de luciérnagas de Norteamérica (Sander & Hall, 2015;
Stanger-Hall et al., 2007; Stanger-Hall & Lloyd, 2015a). Ademas, en muchos de estos estudios en
los cuales se incluyen distintos taxones, se han utilizado secuencias del gen COI como principal
cddigo de barras (Sander & Hall, 2015; Selvakumar et al., 2016; Stanger-Hall et al., 2007). En
casos en los que la identificacién de luciérnagas a nivel de especie era ambigua, se utilizaron
también loci nucleares como rudimentary (CAD) y wingless (wg) (Lower et al., 2017). Los loci wg,
COl y 16s también fueron utilizados en un analisis filogenético de la luciérnaga diurna, Photinus
interdius, en Panama (Vencl et al., 2017).

E. Estudios taxondmicos

La literatura sobre biologia y ecologia de luciérnagas, en general, es practicamente escasa
en Guatemala y Centroamérica. Sin embargo, existe abundante literatura sobre taxonomia de
luciérnagas en México y Estados Unidos, por lo cual esta informacion serd una de las bases de este
estudio. Segin McDermott (1966) en el continente americano, la familia Lampyridae estaba
representada por alrededor de 1134 especies, pertenecientes a 40 géneros (Zaragoza-Caballero,
1995). Actualmente, a nivel mundial estas cifras ascienden a aproximadamente 145 géneros y
alrededor de 2200 especies descritas (Ge et al., 2021; Martin et al., 2021; Silveira et al., 2020).

El conocimiento taxondémico de lampiridos en la regién Mesoamericana, principalmente en
México, inicia con contribuciones de Linneo (1767) y Fabricius (1775, 1781, 1801). El aporte mas
generoso de la fauna de Lampyridae en Guatemala la realizé Henry Stephen Gorham, quien durante
1880-1884 describe unas 21 especies del género Photinus que tienen parte de su distribucion en
algunos lugares de Guatemala (Zaragoza-Caballero, 1995). Las descripciones originales de estas
especies se encuentran en Biologia Centrali-Americana (Godman et al., 1915).

Muchas de las descripciones taxondmicas y sistematicas de luciérnagas de la region,
provienen de México. Actualmente, existe abundante bibliografia que incluye la descripcion de
especies nuevas, morfologia y morfometria, claves dicotomicas, fotografias de especimenes y otros
datos ecoldgicos (Zaragoza-Caballero, 1995, 2005, 2012, 2015; Zaragoza-Caballero, Cifuentes-
Ruiz, et al., 2020; Zaragoza-Caballero et al., 2021; Zaragoza-Caballero, Lopez-Pérez, et al., 2020;
Zaragoza-Caballero & Gutiérrez Carranza, 2018; Zaragoza-Caballero & Navarrete-Heredia, 2014).
En contraste, descripciones taxondmicas actualizadas de las especies de Guatemala y
centroamericanas son aun inexistentes. Por esta razén, los estudios mencionados previamente
constituyen una referencia base para la identificacion de las luciérnagas de Guatemala, por la
proximidad geogréfica y la distribucion compartida de algunas especies.

F. Estudios poblacionales en la region

Los estudios demograficos a nivel regional se han realizado con una de las especies de
luciérnagas con mas amplia distribucion: Photinus pyralis (Catalan et al., 2019). Esta especie se
encuentra sobre todo en Estados Unidos, en donde se ha encontrado desde Connecticut hasta Texas
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(T.R. Fallon et al., 2018); también hay reportes en algunos estados de México (Zaragoza-Caballero,
Lopez-Pérez, et al., 2020), en Suramérica (Venezuela y Brasil) segln registros del Bavarian State
Collection of Zoology y en Panam4, segin un dato del Smithsonian Tropical Research Institute
(STRI) (datos proporcionados personalmente). Esta evidencia sugiere que P. pyralis puede estar
presente en Guatemala (com. pers. A. Catalan, 2019); sin embargo, hasta la fecha esto no ha sido
confirmado con estudios a nivel molecular, taxonémico o biogeografico.

G. Estudio fenoldgico en Guatemala

En Guatemala, se llevé a cabo el primer estudio a largo plazo, a lo largo de ocho afios, sobre
fenologia de luciérnagas tropicales. Se realizé un censo semanal, en un campo y bosque montanos
(1840 msnm) cerca de un riachuelo en Puerta Parada, Guatemala. En el area de estudio se
encontraron doce especies de luciérnagas, incluyendo una especie diurna la cual no produce luz
(Ellychnia sp.). De las once especies bioluminiscentes, tres se consideraron raras: Photuris sp.,
Photinus sp. 4 y Photuris sp. 2. En cuanto a Photuris sp. 1y Photinus sp. 6, fueron las especies mas
comunes en Puerta Parada, pues no estan ecolégicamente restringidas en comparacion con las otras
especies. La caracterizacion del patron de luz en forma de “J” (Faust, 2017) en la zona sugiere que
Photinus sp. 6 podria tratarse de Photinus pyralis. En el estudio, también se hace mencion de una
observacion de Photinus sp. 6 en un bosque nuboso cerca de La Unién, Zacapa, en marzo de ese
mismo afio (Schuster, 1997).



I1l1. Justificacion

Las luciérnagas son insectos carismaticos reconocidos principalmente por su
bioluminiscencia y su importancia ecoldgica, medicinal, tecnoldgica y cultural. En el campo de la
biomedicina, la luciferasa de las luciérnagas ha sido ampliamente utilizada en técnicas de estudio
celular y molecular asociadas a enfermedades humanas. Ecoldgicamente, contribuyen a la
estabilidad de la red trofica, pues son tanto presas como depredadores (especialmente las larvas,
aunque su estudio ha sido limitado, al igual que el de las hembras). También se consideran
bioindicadores de la salud de un ecosistema, debido a su sensibilidad a la contaminacion luminica
y la degradacion de cuerpos de agua. Sin embargo, en los Gltimos afios se ha registrado un declive
importante en las observaciones de luciérnagas en varios sitios (C. Fallon et al., 2019).

Adicionalmente, la falta de informacion sobre la taxonomia, genética y ecologia de las
luciérnagas hace que la identificacion de especies sea una tarea dificil, sobre todo para los no
expertos. Eso es especialmente cierto en la region zoogeografica del Neotrdpico, que alberga casi
1200 especies conocidas de luciérnagas (Silveira et al., 2020), especialmente si se considera la
posible presencia de especies cripticas (Lloyd, 1966). Ademas, la mayoria de las especies de
luciérnagas neotropicales solo se conocen a partir de sus descripciones taxondmicas originales
basadas en la morfologia de machos(da Silva Nunes et al., 2021), que datan del siglo XIX o XX
(ej. Biologia Centrali-Americana) y a menudo son insuficientes para diagnosticar especies con total
certeza (Silveira et al., 2020).

Este estudio provee la identificacion taxondmica y genética de algunas especies de
luciérnagas del género Photinus, uno de los mas abundantes y dificiles de definir entre los
coledpteros de la familia Lampyridae (Zaragoza-Caballero, 2015) en Guatemala. Adicionalmente,
métodos moleculares como el codigo de barras de la vida representan una herramienta importante
para la identificacion de la especie, identificacion de posibles especies cripticas y resolucién de
dudas taxonémicas (Kress & Erickson, 2008), sobre todo en un taxén cuya clasificacion ha sido
bastante pragmaética y basada principalmente en caracteristicas morfoldgicas (Stanger-Hall et al.,
2007).

Adicionalmente, este tipo de analisis genéticos puede brindar informacion importante que
permita hacer inferencias sobre las prioridades de conservacion a lo largo de su distribucion
(McMahon et al., 2014; Milici¢ et al., 2021) y conocer mas sobre su historia evolutiva (Selvakumar
et al., 2016). Finalmente, cabe mencionar que estudios que incorporan tanto informacion
morfoldgica como molecular, proveen mejores interpretaciones que los que se enfocan solamente
en una fuente de informacion (Hillis et al., 1996). Por lo tanto, se necesitan estudios integrales que
documenten la diversidad de luciérnagas, al tiempo que proporcionen herramientas para identificar
y discriminar entre especies de luciérnagas, con el fin de facilitar la investigacion bésica y aplicada
de lampiridos en el Neotropico.



IV. Objetivos

A. General

¢ Identificar genéticamente y taxondémicamente especies de luciérnagas del género Photinus
en Guatemala.

B. Especificos

e Identificar luciérnagas del género Photinus con base en andlisis taxonémicos y
morfométricos.

o Identificar luciérnagas del género Photinus con el método de cddigo de barras de la vida,
utilizando un marcador molecular mitocondrial (COI) y un marcador nuclear (Wg).

e Elaborar arboles filogenéticos actualizados del género Photinus que incluyan las especies
colectadas en este estudio.



V. Meétodos

A. Sitios de colecta

Se colectaron en total 205 individuos en seis localidades, de los cuales aproximadamente
188 fueron identificados posteriormente como parte del género Photinus. Se tomaron las
coordenadas de cada localidad y se asignd un cddigo Unico de identificacién a cada individuo
(Cuadro 1). Las colectas fueron realizadas entre mayo y septiembre del 2021, aproximadamente
desde las 18:00 hasta las 20:00 h, aunque se reporté mayor actividad al atardecer para la mayoria
de las localidades. Se registraron los codigos de cada individuo, localidades, coordenadas y
temperatura del lugar, asi como el género, especie y pseudoespecie (en caso no fuera posible la
identificacion).

Cuadro 1. Sitios de colecta e individuos colectados.

Localidad Cddigo Coordenadas (latitud, n Fechas de colecta
Unico ID longitud) (dd/mm/aaaa)
El Roconal ER 14.6360477, -90.6159431 32 15/05/2021
29/05/2021
02/06/2021
Casa cC 14.642556, -90.573236 31 23/05/2021
Claudia 24/05/2021
Bosque BP 14.6660431, -90.36331492 22 13/05/2021
Palencia*
Reserva del RH 14.8738028, -89.7569861 46 23/07/2021
Heloderma 24/07/2021
Faldas del VA 14.414657, -90.748566 19 4/09/2021
Volcan de
Agua
Lomas de LA 14.7444444, -91.1386111 55 26/06/2021
Atitlan, San 28/06/2021
Andrés 30/06/2021
Semetabaj

n = nimero de individuos colectados del género Photinus. *Nota: coordenadas aproximadas, no se cuenta
con las coordenadas especificas de esta localidad, ya que los individuos fueron colectados por una persona
ajena al grupo de investigacion y no se logré contactar con ella para obtener méas informacion.

El mapa que incluye los sitios de colecta y relieve (Figura 3) se realiz6 con el software
ArcMap 10.3 disponible en el Laboratorio SIG y de Percepcion Remota del Centro de Estudios
Ambientales y Biodiversidad de la Universidad del Valle de Guatemala (CEAB-UVG).
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Figura 3. Mapa de los sitios de muestreo del estudio.
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B. Colecta en campo

Las luciérnagas se colectaron con una red entomolégica o con la mano, en ocasiones cuando
las luciérnagas volaban a nivel del suelo o se posaban en una superficie. Se registraron los siguientes
datos: fecha, hora, localidad, tipo de habitat y cuando fuera posible, se tomaron videos del patrén
de luz. Cada uno de los individuos colectados fue conservado en un tubo Eppendorf de 1.5 ml, el
cual estaba identificado con el codigo del individuo, con etanol al 95%. Luego, si no era posible
refrigerarlos a -20 °C, se conservaban en una hielera o refrigerador a 4 °C. Finalmente, todas las
muestras fueron trasladadas a un refrigerador a -20 °C en el Laboratorio de Biologia Molecular del
Departamento de Biologia en la Universidad del Valle de Guatemala.

C. ldentificacion de los individuos

Inicialmente, se identificaron en campo algunas luciérnagas con base en una combinacion
de caracteristicas morfol6gicas y de comportamiento. Se asign6 una morfoespecie y color distintivo
(que sera utilizado a partir de ahora en cada andlisis) a cada especie identificada (spl, sp2, sp3 y
sp4) en cada localidad (VA; RH; CC, BP y ER; LA), respectivamente (Cuadro 2). Sin embargo,
con observaciones posteriores se identificd una quinta morfoespecie (sp5) para la localidad RH.
Para confirmar la identificacion de los especimenes, se tomaron algunos individuos de cada
localidad (entre dos y cinco, dependiendo del total de individuos disponibles) y se analizaron en el
Laboratorio de Entomologia Sistematica del CEAB-UVG, tomando una serie de medidas y
fotografias dorsales y ventrales.

Cuadro 2. Morfoespecies y colores asignados a cada localidad.

Localidad Morfoespecie asignada Color distintivo
VA spl Verde
RH sp2 Anaranjado
Sp5
CC,BPYER sp3 Morado
LA sp4 Azul

D. Anélisis morfométricos y taxonomicos

1. Medidas morfométricas

Se utilizd un estereoscopio con graticula para tomar las medidas morfométricas (entre
paréntesis se explica la forma en que fueron medidas). La Figura 4 representa dichas medidas.

e Longitud total (del &pice del pronoto a la base del élitro)

e Ancho de élitro (del lado derecho, sobre el espacio humeral)

e Largo de élitro (del lado derecho)

e Largo de pronoto (sobre la parte media del pronoto)

e Ancho de pronoto (se midié en la parte mas ancha del pronoto)

e Longitud de antena (del lado derecho, se calculé como la suma de la longitud de cada
antendémero por separado; se comienza a contar desde el antendmero proximal)

e Ancho de cabeza (lado dorsal, se tomé desde donde empieza un ojo hasta donde termina el
otro 0jo)
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e Largo de cabeza (lado dorsal, se tom6 desde donde se visualiza la cabeza en la parte dorsal
hasta donde comienzan las mandibulas)

e Ancho de ojo (lado derecho, se mide en vista lateral)

e Largo de ojo (lado derecho, se mide en vista lateral)

e Longitud de palpos maxilares (lado derecho, se calcul6 como la suma de la longitud de las
cuatro partes del palpo maxilar por separado; se comienza a contar desde el palpo proximal)

e Ancho fosa interantenal (lado derecho, se mide en la parte media de la fosa internantenal)

e Ancho distancia interantenal (se mide en la parte media del espacio interantenal)

e Ancho distancia interocular (lado dorsal)

e Largo de los esternitos 1-7 (se tomd la medida en el extremo derecho de cada esternito)

Adicionalmente, fue necesario establecer las relaciones entre algunas medidas (ej. Largo-
ancho élitro, entre otros) tal y como se ha realizado en estudios previos (Zaragoza-Caballero &
Navarrete-Heredia, 2014).

/. Largo de pronoto

:

Ancho de pronoto "‘-\
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Ancho fosa
Longitud palpos interantenal

maxilares '\\

Largo ojo (vista lateral) <

Ancho distancia interantenal

Ancho distancia interocular (vista dorsal)

A Longitud total

Ancho de élitro

== Largo de élitro
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Ancho de cabeza (dorsal)

Largo de cabeza (dorsal)

Longitud de
antena

Esternitos ~

Figura 4. Diagramas de explicacion de medidas morfométricas.

Para evaluar la relacion entre las medidas morfométricas, se utiliz6 el paquete
MorphoTools2 (Slenker et al., 2022) en RStudio. En primer lugar, se determiné la normalidad de
los datos con un test de Shapiro-Wilk y se comprobd que las muestras provienen de la misma
distribucion con graficos gqgPlot (Anexo E, Figura 16). Luego se generaron boxplots con cada
caracter y especie (Anexo F, Figura 17).

2. Correlacion entre caracteres

Debido a que la mayoria de los datos no poseen distribucion normal, se realiz6 un test de
correlacion Spearman. Las variables que muestren una alta correlacion (r > |0.95|) no se utilizaron
en los andlisis, ya que pueden distorsionar los resultados al proveer informacion redundante.

3. Andlisis de componentes principales (PCA)

Este método no requiere la especificacion a priori de la pertenencia de las muestras a
taxones (grupos). El PCA transforma las variables medidas en componentes principales (variables
artificiales). Los primeros componentes extraen la mayor parte de la varianza en las variables
medidas (Slenker et al., 2022). Ya que la matriz de datos contenia valores faltantes (NA) fue
necesario hacer un reemplazo de dichos valores mediante una funcién que calcula el promedio de
los valores de dicha variable. Este nuevo subconjunto de datos es el que se utiliz6 para el PCA.
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4. Clasificacion jerarquica UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
mean)

La clasificacion jerarquica es otro método que no requiere especificacion a priori de la
pertenencia de muestras en taxones (grupos). Por lo tanto, este método se utiliz6 con el fin de
obtener una idea de la existencia de una estructura en los datos a través de un dendrograma. En
analisis morfométricos de este tipo, el método distancia Euclidiana (para caracteres cuantitativos)
y el método de agrupamiento UPGMA son los mas utilizados.

5. Extraccién de edeagos

Se realiz6 la diseccion de la genitalia para obtener el edeago®. La configuracién del edeago
se ha tomado como base para el reconocimiento de las especies, entre otras medidas morfométricas
(Zaragoza-Caballero, 2005). El protocolo modificado para la extraccion y diseccién de la genitalia
de los machos (Somavilla et al., 2018) se muestra a continuacion:

e Se tomaron los ultimos dos esternitos del abdomen (donde se encuentra el aparto de luz)
con pinzas entomoldgicas.

e Se coloco la estructura entera en tubos Eppendorf de 1.5 ml y se sumergieron en una
solucion de KOH 10% aproximadamente a la mitad de su capacidad (asegurandose que
cubriera los segmentos) y se calentaron los tubos en agua a 50-60 °C durante 15-20 minutos,
hasta que el tejido de quitina se volviera transparente y blando.

e Se realizo6 un lavado de la genitalia con agua purificada o desmineralizada (de preferencia,
ya que en zonas de agua dura el agua de chorro pueden reaccionar con los acidos en las
cavidades corporales y volver fragiles algunas estructuras) y unas gotas de etanol 70%.

e Con ayuda de pinzas entomoldgicas y agujas modificadas, se eliminé el tejido restante del
pigidio y los esternitos, hasta que se logro aislar completamente el edeago.

e Se tomaron fotografias ventrales, laterales y dorsales del edeago con una cdmara AmScope
MU Series USB2.0 adaptada a un estereoscopio Wild M3B Typ 308700 y se visualizaron
las fotos en el software AmScope version x64, 4.11.17864.20201020.

e Por tltimo, las estructuras restantes de la genitalia fueron almacenadas en tubos Eppendorf
con etanol 70% y el edeago se conservé en micro viales de polietileno con tapas de silicdn
(BioQuip® Products), con una gota de glicerina comercial.

6. Analisis taxondmico

Inicialmente, se recurrié a las descripciones de las especies reportadas para Guatemala en
Biologia Centrali Americana (BCA). Luego, se hizo una revisién de las especies cuya descripcién
no fue encontrada en BCA, en los siguientes libros: Coleopterorum Catalogus de E. Olivier;
Checklist of the Coleopterous Insects of Mexico, Central America, the West Indies and South
America de Richard E. Blackwleder. Las descripciones faltantes se encontraron en (Gorham, 1880)
y (Zaragoza-Caballero, 1995). Como referencias generales, se utilizaron otras guias y claves
disponibles para la region: The Fireflies of Ontario (Luk et al., 2011) y Luciérnagas del centro de

! Cabe resaltar que las primeras disecciones de edeago se realizaron a partir de individuos que estaban
completos; sin embargo, mas adelante se utilizaron los pigidios de los individuos a los que se les iba a realizar
las extracciones de ADN pues se observd menor contaminacion en las cuantificaciones de estos. Se cree que
los compuestos presentes en el aparato luminico podrian causar algin tipo de contaminacion en el ADN.
Ademas, se aprovecha el material corporal cuando no se tienen disponibles muchos individuos.
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México (Coleoptera: Lampyridae): descripcidn de 37 especies nuevas (Zaragoza-Caballero, Lopez-
Pérez, et al., 2020). Para este andlisis fue invaluable el apoyo de la Dra. Viridiana Vega Badillo,
para la identificacion taxondémica de los individuos colectados.

Finalmente, para confirmar la identificacion de las morfoespecies colectadas, se solicité al
Museo de Historia Natural en Londres las fotografias dorsales y ventrales de los especimenes tipo
de las especies cercanas que se identificaron.

E. Anaélisis molecular

1. Extraccion de ADN

Se utilizé el kit comercial Wizard™ Genomic DNA Purification Kit de la marca Promega
y su protocolo estandar para extraccion de material genético a partir de tejido animal (Promega
Corporation, 2020). El procedimiento completo se detalla a continuacion:

e Preparacion del tejido: se maceraron entre 10-20 mg del espécimen con un micro pistilo
previamente autoclaveado, en un tubo Eppendorf (1.5 ml). Se agregaron 600 ul de la solucion
de lisis previamente enfriada en el refrigerador a 4 °C (se preparaba una alicuota cada vez que
se iba a utilizar, segun la cantidad que se requeria). Se homogeneiz6 durante 10 segundos, luego
se incubd a 65 °C durante minimo 15 y méaximo 60 minutos, o hasta que el tejido se observd
mas lisado.

e Lisisy precipitacion de proteinas: se afiadieron 3 ul de ARN-ase a cada tubo y se mezcld por
inversion de 2 a 5 veces. Luego, se incubaron las muestras de 15-30 minutos a 37° C. Se
llevaron las muestras a temperatura ambiente y se vortexearon durante 20 segundos.
Finalmente, se centrifugaron a 13,200 rpm durante 3 minutos. El siguiente paso fue afiadir 200
ul de la solucion de precipitacion de proteinas y se vortexearon durante 20 segundos. Luego, se
dejaron reposar los tubos en una mini refrigeradora a -20 °C durante 5 minutos. Por dltimo, se
centrifugaron durante 4 minutos a 13,200 rpm.

e Precipitacion de ADN. El precipitado de las proteinas formo un pellet. Con cuidado, se removid
el sobrenadante, el cual contiene el ADN, evitando el pellet de proteinas pues podria causar
contaminacion. Luego, se transfirio el sobrenadante a un tubo Eppendorf limpio (1.5 ml) que
contenia 600 ul de etanol absoluto previamente enfriado. Se mezcld por inversion y en este
punto se pudieron observar algunos “hilos” blancos, que corresponden al ADN.

Se centrifugaron los tubos durante 2.5 minutos a 13,200 rpm. EI ADN era visible como un
pequefio pellet blanco. Con cuidado se descart6 el sobrenadante. Se realizaron dos lavados del
pellet de ADN con etanol al 70% (grado reactivo) a temperatura ambiente, cada uno de 300 pl
(para mantener el volumen final de 600 pl del protocolo original). Entre cada lavado se
centrifug6 durante 2 minutos a 13,200 rpm y con cuidado se descarté el sobrenadante, pues el
pellet de ADN puede estar suelto en este punto.

Finalmente, se dejo secar el pellet de ADN a temperatura ambiente (entre 25-30 °C), en una
incubadora, durante 10-15 minutos o hasta que ya no se observen gotitas de etanol en las
paredes del tubo o el pellet.
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e Rehidratacion de ADN: se agregaron 50 pl de la solucion de rehidratacion de ADN, incubando
los tubos a 65° C durante 30-45 minutos. Alternativamente, algunas muestras se dejaron
incubando en la solucidn de rehidratacion toda la noche a 4 °C, hasta que ya se hubiera disuelto
el pellet completamente. Finalmente, se almacenaron dos alicuotas de ADN (una con la
concentracion original y otra diluida a 20 ng/ul) a -20 °C y una alicuota diluida a 20 ng/ul a 4
°C para los anélisis posteriores.

2. Evaluacién de la calidad y pureza del ADN

La calidad y la pureza del ADN extraido se midi6 utilizando el Thermo Scientific™
NanoDrop™ One Microvolume UV-Vis Spectrophotometer. Se colocd 1 ul de cada muestra en el
espectrofotometro y se obtuvieron los valores de concentracion (ng/ul), absorbancias A260/A230
y A260/A280 (Cuadro 10).

3. Amplificacién de ADN

Se amplificaron dos genes para la identificacion genética: el gen mitocondrial Citocromo
Oxidasa | (COIl) de ~750 pb y el gen nuclear wingless (Wg) de ~420 pb. Los cebadores para cada
gen fueron disefiados especificamente para luciérnagas (Cuadro 3) y ya han sido utilizados con
éxito (Stanger-Hall & Lloyd, 2015). A partir de estudios previos (Stanger-Hall et al., 2007; Stanger-
Hall & Lloyd, 2015a), se optimizaron la receta del master-mix (Cuadro 4) y las condiciones de
amplificacién (Cuadro 5) para el gen COL.

Cuadro 3. Secuencias de cebadores.

Gen ID cebador Secuencias de cebadores (5°-3”) Referencia
CLlc—:JC—)15OO GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG
(LCO) (Baldwin et al.,
Col
C1-N-2150 1996)
(HCO) TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA
W Wg550F ATGCGYCAGGAATGTAAGTGCCACGGCATGTC  (Stanger-Hall &
J WgAbRZ CAYTGGTGCTGYGARGTAAAATG Lloyd, 2015)

Los productos de amplificacion se verificaron con geles de agarosa. En el caso de los
productos de amplificacion del gen COl, se corrieron geles de agarosa al 1% durante 50 minutos y
se utilizd como referencia una escalera de 1kb de Promega, debido a que se esperaba solamente la
amplificacion de una banda. En cambio, para los productos de amplificacién de Wg, se corrieron
geles de agarosa al 2% durante 80-90 minutos y una escalera de 50pb de Novagen. Lo anterior,
debido a que se observo amplificacion inespecifica (varias bandas) resultado de cebadores
degenerados, por lo cual era necesario distinguir entre bandas cercanas para realizar el método de
band-stab PCR (Bjourson & Cooper, 1992). Los geles se observaron con luz UV en un
transiluminador.
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Cuadro 4. Receta de master-mix para el gen COl.

Reactivo  Concentracion inicial Concentracién final n=1 n=24.4%*
Agua - - 2.2 ul 53.68 pl
ultrapura

GoTaq - - 5ul 122 ul
Primer 10 uM 0.4 uM 0.4 ul 9.76 pl
forward

(LCO)

Primer 10 uM 0.4 uM 0.4 ul 9.76 pl
reverse

(HCO)

ADN 20 ng/ul 4 ng/ul 2 ul 2 ul
Volumen - - 10 ul 8 pl master mix + 2 pl
total ADN

*Este valor resulta del nimero total de muestras (22) + blanco + 10% error.

Cuadro 5. Condiciones de amplificacién para el gen COI.

Hot Extension

Gen Desnaturalizacion ~ Anillamiento Extension Hold
start final

COl 95°C - -

(LCO- (2 94°C (1 min) 44°C (46 3) 72°C(1 72°C10 o

HCO)  min) min) min)

a. Protocolo de band-stab PCR para amplificacion inespecifica del gen wingless (Wg)

En primer lugar, se amplifico el gen siguiendo la receta de master-mix original (Cuadro 6)
y el programa original (Cuadro 7) para el gen wingless. Luego, se dejo correr el gel de agarosa al
2% siguiendo las recomendaciones previamente establecidas. Al observar el gel en el
transiluminador (Anexo G, Figura 19), se us6 una luz UV media para evitar la degradacion del
ADN. Utilizando proteccién personal adecuada, se tomo una punta de 10 ul y se punzo la banda de
interés de una a tres veces. En seguida, se introdujo la punta a un tubo que contenia un nuevo
master-mix (stab) previamente preparado (Cuadro 8) y se revolvid lo suficiente para lograr
introducir el ADN de la punta a la mezcla. También se utiliz6 una micropipeta para mezclar el ADN

gue hubiera quedado en la punta.
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Cuadro 6. Receta de master-mix original del gen wingless.

Reactivo Concentracion Concentracion n=1 n=5
inicial final
Agua ultrapura - - 2.7 ul 13.5 ul
GoTaq - - 5ul 25 ul
Primer forward 10 uM 0.4 uM 0.4 ul 2 ul
Primer reverse 10 uM 0.4 uM 0.4 ul 2 ul
ADN 20 ng/ul 4 ng/ul 1.5ul 1.5l
Volumen total - - 10 pl 8.5 pl master mix

+ 1.5 ul ADN

Cuadro 7. Condiciones originales de amplificacion del gen wingless.

o ., 3
s ., . . ., Extension S

c @ Desnaturalizacion  Anillamiento  Extension final o 5

[<5) (@] o o

O] T T pr

95°C (2 o . o o 72°C (5 o
()]
g min) 94°C (1 min) 50°C (50 s) 72°C (40 s) min) 4°C 32

En segundo lugar, se llevd a cabo un nuevo programa de amplificacion (stab) (Cuadro 9),
el cual contiene menos ciclos ya que 1) la concentracién de ADN es mayor y 2) ya solo se esta
amplificando una banda. Finalmente, se corrobor6 que se amplificara el producto deseado corriendo
nuevamente un gel con las condiciones descritas para este gen previamente (Anexo G, Figura 20).
Finalmente, se prepararon las muestras para ser enviadas a secuenciar.
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Cuadro 8. Receta del master-mix "stab™ para el gen wingless.

Reactivo Concentracion Concentracion final n=1 n=>5
inicial
Agua - - 4.2 ul 21 pl
ultrapura
GoTaqg - - 5ul 25 ul
Primer 10 uM 0.4 uM 0.4 pl 2 ul
forward
Primer 10 uM 0.4 uM 0.4 pl 2ul
reverse
ADN Proviene del band stab
Volumen - - 10 ul 10 pl master mix
total
Cuadro 9. Condiciones de amplificacion "stab™ para el gen wingless.
- Desnaturalizacion Anillamiento  Extension  Extension @
S final S
c o S O
[} o o o
O I T pd
g *C e : : 2°C6
= (2 94°C (1 min) 50°C (50s)  72°C (405) ) C 25-30
S ‘ min)
= min)

4. Secuenciacion de ADN

Algunas de las muestras amplificadas se purificaron con el kit comercial ReliaPrep™ DNA
Clean-up and Concentration System de la marca Promega; mientras que otras a través del servicio
de purificacién de la compafiia Macrogen. Seguidamente, las muestras se enviaron para ser

secuenciadas con el método Sanger a la compafiia Macrogen, en Corea del Sur.

F. Analisis bioinforméatico

1. Alineamiento de secuencias

Los cromatogramas y secuencias se visualizaron, editaron y alinearon en ambas direcciones
utilizando el software Geneious 2022.0.2 (https://www.geneious.com). Se editaron manualmente
para eliminar fragmentos no informativos (los extremos) y asi obtener la mejor calidad de
secuencias posible. Las secuencias consenso resultantes de cada individuo se alinearon con las
secuencias obtenidas en Geneious Prime para cada gen correspondiente, a través de una busqueda

en la pestafia de NCBI (Photinus AND COI; Photinus AND wg).
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2. Reconstrucciones filogenéticas

Arbol de Méxima Verosimilitud (ML): utilizando el comando igtree -s example.phy -bb
1000 -alrt 1000 implementado en el software 1Q-TREE (Nguyen et al., 2015) que combina
ModelFinder (Kalyaanamoorthy et al., 2017) basado en el Criterio de Informacion Bayesiano (BIC,
por sus siglas en inglés), busqueda del arbol, SH-aLRT y valores de ultrafast Bootstrap (UFBoot)
los cuales se generan de 10 a 40 veces mas rapido que el Bootstrap estandar y los valores de soporte
son menos sesgados (Hoang et al., 2018).

Arbol Bayesiano: se utiliz6 un analisis bayesiano en MrBayes 3.2.7 (Ronquist et al., 2012).
La modificacion de pardmetros se realiz6 en Mesquite (W. P. Maddison & Maddison, 2019) y
fueron los siguientes: Lset nst = 6, Rates = Mcmc ngen = 10,000,000, printfreq = 1000, Samplefreq
= 1000, nruns = 2, savbrlens = yes. En la terminal de Linux, se ejecuto el archivo generado y el
comando sump para obtener el resumen de datos y el comando sumt para generar el arbol mas
probable. También se obtuvieron los valores de Potential Scale Reduction Factor (PSRF+) y
Effective Sample Size (ESSS).

En ambos casos, se utilizaron dos especies como outgroups: la especie japonesa Luciola
parvula y la especie norteamericana Photuris pensylvanica, con las secuencias obtenidas de la
funcion de NCBI en Geneious. Los arboles fueron editados en el software online ITOL. Se
generaron dos tipos de arboles con cada método: uno en el cual se observan los valores de UFBoot
y otro en el cual se muestra la escala de divergencia entre las especies. Finalmente, se validaron los
arboles comparando las topologias y el soporte de los nodos de cada uno.
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V1. Resultados

A. Colecta e identificacion de individuos

Del total de 205 individuos colectados en seis localidades, inicialmente 188 individuos
fueron identificados de forma preliminar como parte del género Photinus debido a una combinacion
de caracteres: la presencia de garras simples y poros estigmatiformes (Figura 2). Posteriormente,
la identificacidn a nivel de género fue verificada por la presencia de las excrecencias basales en el
edeago (Figura 10). Es importante mencionar gue se cuenta con al menos un espécimen hembra
(Figura 11) para tres (spl, sp3 y sp4) de las cinco especies.

B. Analisis morfométricos y taxonomicos

El anélisis de correlacion (Figura 5) nos permitié establecer dos caracteres altamente
correlacionados con otros (r > 0.95|) como la longitud_total y el largo_ojo, por lo que se decidio
no tomarlos en cuenta para los analisis morfométricos posteriores.

esternito1
largo_pronoto
longitud_antena
ancho_pronoto
esternito2
ancho_cabeza
ancho_elitro

esternito3
ancho_fosa_interantenal
esternito4

largo_ojo

esternito6

ancho_ojo
largo_cabeza
longitud_palpo_maxilar
ancho_interocular
esternito5

largo_elitro
ancho_interantenal

esternito7

Figura 5. Diagrama de correlacion Spearman entre caracteres morfométricos. Las estrellas dentro
de los cuadros indican la significancia estadistica segun el valor p: * = 0.05, ** = 0.01, *** =
0.001.
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C. PCA

Previo al anélisis de PCA, los especimenes fueron clasificados en cinco morfoespecies.
Esta clasificacion a priori se basé en una revision morfoldgica. EI PC1 es el que explica la mayor
parte de la varianza observada en los datos (79.99%), mientras que el PC2 solamente el 5.63%.
Dentro del PC1 todas las medidas morfométricas explican de forma similar el agrupamiento de las
morfoespecies. En general, se observa que las morfoespecies més distintas entre si son sp3 y sp5
respecto al PC1. Por otro lado, entre la spl y la sp2, existe un sobrelape de los caracteres
morfométricos (Figura 6).

PC2 (5.63%)
0
|

* sp1 ¢ sp4d
= sp2 ° sp5
® sp3
I I I I | I I
-6 -4 -2 0 2 4 6

PC1 (79.99%)

Figura 6. Andlisis de componentes principales (PCA) de los caracteres morfométricos
establecidos (excluyendo los caracteres altamente correlacionados con otros: la longitud_total y el
largo_ojo).

D. UPGMA

El dendrograma UPGMA basado en distancia Euclideana y 19 caracteres morfométricos
(Figura 7) permite reconocer tres grandes clusters. Uno de estos clusters corresponde a la sp3. En
otro de los clusters se agrupan la sply sp2, mientras que en el Gltimo se agrupan la sp4 y sp5. Sin
embargo, hay que notar algunos datos atipicos, como los individuos LA4, CC28 y VAL19, que no se
agrupan especificamente con sus congéneres.
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Figura 7. Dendrograma de las especies de Photinus determinadas en este estudio, con base en los
caracteres morfométricos establecidos (excluyendo los caracteres altamente correlacionados con
otros: la longitud_total y el largo_ojo). Cada color representa a cada especie (verde = sp1,
anaranjado = sp2, morado = sp3, azul = sp4 y amarillo = sp5).

E. Taxonomia

A partir de la extraccion de edeagos se pudo confirmar que las cinco morfoespecies
colectadas (Figura 8 y 9) corresponden al género Photinus, debido a la presencia de dos
excrecencias dorsales en el 16bulo medio del edeago (Figura 10).
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Con ayuda de la Dra. Viridiana Vega se realizé el analisis taxonémico, identificando cinco
especies cercanas a las colectadas: la morfoespecie spl es cercana a Photinus picticollis, la primer
morfoespecie (sp2) colectada en RH es cercana a Photinus pulchellus o P. affinis, la segunda
morfoespecie (sp5) de RH es cercana a Photinus pulchellus o P. affinis, la especie colectada en las
localidades CC, BP y ER (sp3) fue identificada como cercana a Photinus cinctellus y la especie
colectada en LA (sp4) fue identificada como cercana a Photinus pulchellus o P. affinis. Sin
embargo, al momento de esta publicacidn no se tiene la informacién de la consulta realizada al
Museo de Londres. Las descripciones realizadas en este estudio se muestran a continuacion:

Morfoespecie 1: basada en VA1l

Macho. Largo 9.00 mm; ancho 2.40 mm. Cuerpo pequefio, ovoide, de color café oscuro
excepcion del pronoto, escutelo, margen lateral y sutural de los élitros, pro y mesotorax café oscuro
a negro; trocanteres y parte basal de los fémures amarillos; pronoto con dos manchas rojizas.
Aparato luminoso ocupa toda la superficie de los esternitos 5-6 y un tercio del esternito 4.

Cabeza. Espacio interocular (0.50 mm) céncavo, brillante y espaciadamente piloso;
frente vertical; distancia interantenal la mitad del ancho de la fosita antenal (0.07 mm x 0.14 mm);
ojos finamente facetados, muy desarrollados, esféricos, igual de largos que anchos (0.96 mm x 0.96
mm); antenas filiformes, 2-2.5 veces mas largas que el pronoto, sobrepasando las mesocoxas,
con sedas abundantes, escapo alcanzando 0.50 mm de longitud, claviforme, un poco mas corto que
los dos siguientes antendmeros juntos; sutura frontoclipeal membranosa, concava; clipeo
trapezoidal, el borde anterior con una hendidura, superficie con sedas largas regularmente
distribuidas; mandibulas robustas, con pocas sedas externas y terminadas en un estilete agudo;
labro membranoso; palpémero maxilar apical securiforme (0.29 mm), aproximadamente dos veces
mas largo que los anteriores; el labial en forma securiforme.

Torax. Pronoto mas ancho que largo (2.58 mm x 1.80 mm), semicircular, borde posterior
recto, angulos posteriores puntiagudos, disco céncavo, lados anchamente explanados, superficie
brillante, porosa, con una larga y abundante pilosidad decumbente; escutelo triangular, superficie
plana y pilosa, con el borde posterior redondeado; élitros paralelos, mas de cinco veces mas
largos que anchos (7.05 mm x 1.20 mm), superficie rugosamente punteada, brillante y con pilosidad
decumbente; espiraculos respiratorios mesotoracicos tubulares; patas semejantes entre si, fémures
fusiformes, aplanados, tibias aplanadas, borde externo entero, tarsomeros lateralmente no
comprimidos, primer metatarsdmero (0.36 mm) la mitad de longitud del segundo, un tercio de
tercero, similar al cuarto y quinto, ufias simples.

Abdomen. Con 8 esternitos visibles, esternitos 1-4 de longitud semejante (0.54-0.60 mm),
esternitos 5-6 semejantes a los anteriores, con puntuaciones estigmatiformes, borde posterior de los
esternitos 5-6 ligeramente escotado, el séptimo concavo, el octavo ojival, borde posterior del pigidio
redondeado; edeago robusto, en forma de S, con la pieza basal amplia, dos excrecencias de color
oscuro que sobresalen del I6bulo medio, I6bulos laterales no soldados, redondeados, cubriendo casi
por completo al 16bulo medio en su parte dorsal, con el &pice obtuso, parte dorsal ligeramente
esclerosada y la ventral membranosa.

Variacion. La talla que va desde los 7.50 mm a 9.00 mm de largo y el ancho va de 2.40 mm a 2.7
mm.
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Morfoespecie 2, basada en RH14

Macho. Largo 8.10 mm; ancho 2.10 mm. Cuerpo pequefio, oblongo, pro y mesotérax de
color café oscuro excepcion del pronoto, escutelo, margen lateral y sutural de los élitros amarillo
claro; trocanteres y parte basal de los fémures amarillos; pronoto con dos manchas rojizas. Aparato
luminoso ocupa toda la superficie de los esternitos 5-6.

Cabeza. Espacio interocular (0.60 mm) excavado, brillante y espaciadamente piloso;
frente vertical; distancia interantenal la mitad del ancho de la fosita antenal (0.10 mm x 0.21 mm);
ojos finamente facetados, muy desarrollados, esféricos, igual de largos que anchos (0.90 mm x 0.90
mm); antenas filiformes, dos veces mas largas que el pronoto, sobrepasando las mesocoxas, con
sedas abundantes, escapo fusiforme, casi igual de largo que los dos antenémeros siguientes juntos
(0.57 mm); sutura frontoclipeal membranosa, concava; clipeo trapezoidal, el borde anterior recto,
superficie con sedas largas regularmente distribuidas; mandibulas robustas, con pocas sedas
externas y terminadas en un estilete agudo; labro membranoso; palpémero maxilar apical
fusiforme (0.31 mm), 2.5 veces mas largo que los anteriores; el labial en forma fusiforme.

Torax. Pronoto mas ancho que largo (2.40 mm x 1.74 mm), semicircular, borde posterior
recto, disco céncavo, lados explanados, superficie brillante, porosa, con una corta pilosidad
decumbente; escutelo triangular, superficie céncava y pilosa, con el borde posterior redondeado;
élitros ovoides, mas largos que anchos (6.45 mm x 1.05 mm), superficie rugosamente punteada,
brillante y con abundante pilosidad decumbente; espiraculos respiratorios mesotoracicos tubulares;
patas semejantes entre si, fémures fusiformes, aplanados, tibias aplanadas con el &pice mas ancho,
borde externo entero, tarsomeros lateralmente comprimidos, primer metatarsémero (0.30 mm)
similar en longitud al segundo y cuarto, un tercio del tercero y quinto, ufias simples.

Abdomen. Con ocho esternitos visible, esternitos 5-6 semejantes (0.60 mm), mas largos
gue los anteriores, con puntuaciones estigmatiformes, borde posterior de esternitos 5-6 ligeramente
escotado, del esternito 7 fuertemente escotado, el octavo ojival, borde posterior del pigidio
redondeado; edeago robusto, en forma de S, con la pieza basal amplia, dos excrecencias de color
oscuro gue sobresalen del I6bulo medio I6bulos laterales soldados, redondeados, cubriendo casi por
completo al 16bulo medio en su parte dorsal, con el apice obtuso, parte dorsal esclerosada y la
ventral membranosa.

Variacidn. La talla que va desde los 8.10 mm a 10.05 mm de largo y el ancho va de 2.10
mm a 3.0 mm.

Morfoespecie 3, basada en CC24

Macho. Largo 12.90 mm; ancho 3.30 mm. Cuerpo largo, paralelo, de color negro al igual
que el escutelo, a excepcion del pronoto, margen lateral y sutural de los élitros amarillo claro, pro
y mesotorax café oscuro; trocanteres y parte basal de los fémures ligeramente amarillos; pronoto
con dos manchas rojizas. Aparato luminoso ocupa toda la superficie de los esternitos 5-6 y una
cuarta parte del esternito 4.

Cabeza. Espacio interocular (0.86 mm) excavado, brillante y espaciadamente piloso;
frente vertical; distancia interantenal similar a la fosita antenal (0.24 mm x 0.29 mm); ojos
finamente facetados, muy desarrollados, esféricos, igual de largos que anchos (1.14 mm x 1.14
mm); antenas filiformes ligeramente aserradas, dos veces mas largas que el pronoto, sobrepasando
las mesocoxas, con sedas abundantes, escapo tubular, un poco mas corto que los dos antenémeros
siguientes juntos (0.67 mm); sutura frontoclipeal membranosa, concava; clipeo trapezoidal, el borde
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anterior curvo, superficie con sedas largas regularmente distribuidas; mandibulas robustas, con
pocas sedas externas; labro membranoso; palpémero maxilar apical securiforme (0.38 mm), casi
dos veces mas largo que los siguientes dos y tres veces mas que el proximal; el labial en forma
fusiforme.

Torax. Pronoto mas ancho que largo (3.12 mm x 2.64 mm), ojival, borde posterior recto,
disco convexo, lados explanados, superficie brillante, porosa, con una corta pilosidad decumbente;
escutelo triangular, superficie concava y pilosa, con el borde posterior redondeado; élitros
paralelos, entre cinco y seis veces mas largos que anchos (10.35 mm x 1.65 mm), superficie
rugosamente punteada, brillante y con pilosidad decumbente; espirdculos respiratorios
mesotoracicos membranosos; patas semejantes entre si, fémures fusiformes, aplanados, tibias
aplanadas con el apice mas ancho, borde externo entero, tarsomeros lateralmente comprimidos,
primer metatarsémero (0.54 mm) casi el doble de largo del segundo que los siguientes cuatro, ufias
simples.

Abdomen. Con ocho esternitos visibles, esternitos 5-6 mas largos que los anteriores (1.08
mm) e igual de largos que el esternito 1, con puntuaciones estigmatiformes, borde posterior de
esternitos 5-6 ligeramente escotados, esternito 7 concavo y el octavo ojival, borde posterior del
pigidio agudo; edeago en forma de S, con la pieza basal amplia y el borde posterior obtuso, dos
excrecencias de color oscuro que sobresalen del I6bulo medio l6bulos laterales no soldados,
redondeados, sobrepasando al I16bulo medio en su parte dorsal, con el &pice obtuso, parte dorsal
esclerosada la y ventral parcialmente esclerosada y el resto membranoso, orificio terminal.

Variacion. La talla que va desde los 10.80 mm a 12.90 mm de largo y el ancho va de 2.40
mm a 3.30 mm.

Morfoespecie 4, basada en LA21

Macho. Largo 7.35 mm; ancho 2.10 mm. Cuerpo pequefio, oblongo, de color café oscuro
al igual que el escutelo, margen lateral y sutural de los élitros, a excepcion del pronoto amarillo
claro, pro y mesotorax; trocanteres y parte basal de los fémures café oscuro; pronoto con dos
manchas rojizas. Aparato luminoso ocupa toda la superficie de los esternitos 5-6 y parte del esternito
7.

Cabeza. Espacio interocular (0.40 mm) profundamente excavado, brillante y
espaciadamente piloso; frente vertical; distancia interantenal aproximadamente la mitad de la
fosita antenal (0.07 mm x 0.12 mm); ojos finamente facetados, muy desarrollados, esféricos, igual
de largos que anchos (0.72 mm x 0.72 mm); antenas filiformes, dos veces mas largas que el
pronoto, sobrepasando las mesocoxas, con sedas largas y abundantes, escapo en forma de garrote,
un poco mas largo que los dos antendmeros siguientes juntos (0.45 mm); sutura frontoclipeal
membranosa, céncava; clipeo trapezoidal, el borde anterior curvo, superficie con sedas largas
regularmente distribuidas; mandibulas delgadas, con pocas sedas externas; labro membranoso;
palpdmero maxilar apical securiforme (0.21 mm), dos veces mas largo que los anteriores; el labial
en forma securiforme.

Torax. Pronoto mas ancho que largo (2.04 mm x 1.44 mm), semicircular, borde posterior
ondulado, angulos posteriores un tanto agudos, disco plano, explanaciones laterales, superficie
brillante, porosa, con una corta pilosidad decumbente; escutelo triangular, superficie concava y
pilosa, con el borde posterior redondeado; élitros semi-paralelos, entre 5.5 y 5.7 veces mas largos
gue anchos (6.00 mm x 1.05 mm), superficie rugosamente punteada, opaca y con pilosidad

27



decumbente; espiraculos respiratorios mesotoracicos membranosos; patas semejantes entre si,
fémures fusiformes, aplanados, tibias aplanadas con el apice mas ancho, borde externo entero,
tarsomeros lateralmente no comprimidos, primer metatarsémero (0.24 mm) la mitad de largo que
el segundo, cuarto y quinto, casi cuatro veces mas largo que el tercero, ufias simples.

Abdomen. Con ocho esternitos visibles, 5-6 mas largos que los anteriores (0.54-0.60 mm),
con puntuaciones estigmatiformes, borde posterior de esternitos 5-6 ligeramente escotados,
esternito 7 concavo y el octavo ojival, borde posterior del pigidio agudo; espirdculos abdominales
dorsalmente abiertos; edeago en forma de S, con la pieza basal amplia y el borde posterior obtuso,
dos excrecencias de color oscuro que sobresalen del I6bulo medio, l6bulos laterales no soldados,
redondeados, sobrepasando al I6bulo medio en su parte dorsal, con el apice obtuso, parte dorsal
esclerosada la y ventral parcialmente esclerosada.

Variacién. La talla que va desde los 6.45 mm a 7.65 mm de largo y el ancho va de 2.10
mm a 2.40 mm.

Morfoespecie 5, basada en RH33

Macho. Largo 6.00 mm; ancho 1.80 mm. Cuerpo pequefio, ovado-oblongo, de color café
oscuro al igual que el escutelo, a excepcion del pronoto, margen lateral y sutural de los élitros
amarillos, pro y mesotorax; trocanteres y parte basal-media de los fémures amarillos; pronoto con
dos manchas rojizas. Aparato luminoso ocupa toda la superficie de los esternitos 5-6.

Cabeza. Espacio interocular (0.57 mm) profundamente excavado, brillante y
espaciadamente piloso; frente vertical; distancia interantenal igual a la fosita antenal (0.12 mm
x 0.12 mm); ojos finamente facetados, muy desarrollados, esféricos, igual de largos que anchos
(0.66 mm X 0.66 mm); antenas filiformes, dos veces méas largas que el pronoto, sobrepasando
las mesocoxas, con sedas abundantes y terminadas en un estilete agudo, escapo en forma de
garrote, un poco mas corto que los dos antenémeros siguientes juntos (0.38 mm); sutura
frontoclipeal membranosa, concava; clipeo trapezoidal, el borde anterior curvo, superficie con
sedas largas regularmente distribuidas; mandibulas delgadas, con pocas sedas externas; labro
membranoso; palpémero maxilar apical securiforme (0.21 mm), dos veces mas largo que los
anteriores; el labial en forma fusiforme.

Torax. Pronoto mas ancho que largo (1.92 mm x 1.20 mm), semicircular, borde posterior
recto, angulos posteriores ligeramente agudos, disco convexo, lados explanados, superficie
brillante, porosa, con una corta pilosidad decumbente; escutelo triangular, superficie céncava y
pilosa, con el borde posterior redondeado; élitros semi-paralelos, 5.5 veces mas largos que anchos
(4.95 mm x 0.90 mm), superficie rugosamente punteada, brillante y con abundante pilosidad
decumbente; espiraculos respiratorios mesotoracicos membranosos; patas semejantes entre si,
fémures fusiformes, aplanados, tibias aplanadas, borde externo entero, tarsémeros lateralmente no
comprimidos, primer metatarsémero (0.18 mm) casi dos veces mas largo que los siguientes cuatro,
ufias simples.

Abdomen. Con ocho esternitos visibles, 5-6 mas largos que los anteriores (0.60 mm), con
puntuaciones estigmatiformes, borde posterior de esternitos 5-6 fuertemente escotados, esternito 7
coéncavo y el octavo ojival, borde posterior del pigidio ondulado; edeago en forma de S, con la pieza
basal amplia y el borde posterior obtuso, excrecencias que sobresalen del 16bulo basal en forma de
corazon, lobulos laterales no soldados, redondeados, sobrepasando al I6bulo medio en su parte
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dorsal, con el apice obtuso, parte dorsal esclerosada la y ventral parcialmente esclerosada y el resto
membranosos.

Variacidn. La talla que va desde los 6.00 mm a 6.15 mm de largo y el ancho va de 1.80
mm a 2.10 mm.

5mm 10 mm

5 mm 5mm

Figura 8. Vistas dorsales de las cinco especies identificadas en este estudio: A) spl especie
cercana a Photinus picticollis, B) sp2 especie cercana a Photinus pulchellus o P. affinis, C) sp3
especie cercana a Photinus cinctellus, D) sp4 especie cercana Photinus pulchellus o P. affinis ay
E) sp5 especie cercana a Photinus pulchellus o P. affinis.

Creédito de las fotografias: José Monzon.
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Figura 9. Vistas ventrales de las cinco especies identificadas en este estudio: A) spl especie
cercana a Photinus picticollis, B) sp2 especie cercana a Photinus pulchellus o P. affinis, C) sp3
especie cercana a Phaotinus cinctellus, D) sp4 especie cercana Photinus pulchellus o P. affinis ay

5mm

E) sp5 especie cercana a Photinus pulchellus o P. affinis.

Creédito de las fotografias: José Monzon.
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Figura 10. Vistas dorsales, laterales y ventrales de los edeagos de las cinco especies identificadas
en este estudio: A) spl especie cercana a Photinus picticollis, B) sp2 especie cercana a Photinus
pulchellus o P. affinis, C) sp4 especie cercana Photinus pulchellus o P. affinis, D) sp3 especie
cercana a Photinus cinctellus y E) sp5 especie cercana a Photinus pulchellus o P. affinis.

Creédito de las fotografias: Claudia Pérez.
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Figura 11. Vistas dorsales y ventrales de las hembras de tres especies identificadas en este
estudio: A) spl especie cercana a Photinus picticollis, B) sp4 especie cercana a Photinus
pulchellus o P. affinis, C) sp3 especie cercana a Photinus cinctellus.

Crédito de las fotografias: Claudia Pérez.
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F. Anaélisis molecular

En el Cuadro 10 se observa la cuantificacion de las extracciones de ADN. También se
muestran los valores de calidad de ADN: A260/A280 que indica la presencia de contaminacion por
proteinas, los valores deberian ser cercanos a 1.8 para que el ADN sea considerado “puro”, mientras
gue los valores de absorbancia A260/A230, que indican presencia de carbohidratos y fenoles,
deberian ser cercanos a 2.0-2.2. En general, se obtuvo un buen rendimiento en cuanto a
concentracién de ADN, asi como en calidad.

Las muestras secuenciadas con COI mostraron una banda de ~750 pb (Anexo G, Figura
18). Sin embargo, desde un inicio la optimizacion de la amplificacion del gen wingless resultd
dificil. A pesar de haber aislado exitosamente una de las bandas de interés (Anexo G, Figura 19),
los resultados de calidad y el alineamiento de estas secuencias no fueron exitosos. Las secuencias
obtenidas de la banda aislada no se alinearon correctamente con las secuencias de la busqueda
realizada en Geneious (Photinus AND wg). Por lo tanto, estas secuencias fueron descartadas del
analisis bioinformatico posterior y solo se incluy6 el gen COI para la reconstruccién filogenética.

Cuadro 10. Cuantificacion de las extracciones de ADN de luciérnagas del género Photinus.

Cddigo Concentracion [ng/ul] A260/A280 A260/A230
CC02 225.7 1.80 1.21
CCo3 509.9 131 0.82
CC26 484.3 1.75 0.99
cc27 246.6 1.74 0.99
ERO02 433.5 1.80 1.14
ERO3 456.7 1.78 1.05
ER26 331.1 1.84 1.48
ER32 3144 1.75 0.96
BP14 360.2 1.81 1.33
BP15 440.0 1.75 1.27
BP16 31.8 0.57 0.47
BP17 39.3 0.58 0.51
LA5 43.1 1.61 1.15
LA18 134.4 1.46 1.18
LA30 106.7 1.7 1.07
RH8 370.5 1.64 0.85
RH13 171.3 1.18 0.79
RH24 178.7 1.56 0.77
VA06 538.7 1.68 0.86
VAQ7 218.0 1.75 1.14
VAO08 431.3 1.66 0.78
VA10 289.6 1.73 0.94
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G. Reconstrucciones filogenéticas

El arbol ML obtuvo un valor 6ptimo de verosimilitud logaritmica de -10503.835.
ModelTest mostr6 el modelo GTR+F+R4 como el mas apropiado para el anlisis de estos datos. La
composicion de las bases fue la siguiente: A, 29.7%; C, 17.4%; G, 16.2%; T, 36.7%. En el arbol se
muestran los valores de UFB (Figura 12A-12B). Se observa claramente la separacién de cuatro
clados que corresponden a cuatro de las especies identificadas previamente por analisis
morfométricos y taxondémicos: spl, sp2, sp3 y sp4. Al mismo tiempo, ninguna de las especies
colectadas en este estudio se agrupa con alguna de las secuencias obtenidas de NCBI. Sin embargo,
hay que resaltar que para este analisis no se cuenta con las secuencias de sp5 de la localidad RH,
pero no se descarta que se pueda secuenciar el gen cuando se tenga material bioldgico disponible.

En el &rbol bayesiano se obtuvieron valores de ESS >100 en promedio y de PSRF+ cercanos
a 1. Al comparar con el arbol construido a partir de anlisis bayesiano (Figura 13A-13B), se obtuvo
una topologia similar a la del arbol filogenético construido con el método de ML. Sin embargo,
resaltan cambios respecto a las morfoespecies spl y sp4, asi como varias politomias en algunos
clados. Tal es el caso de P. consanguineus, P. greeni y P. sp, asi como en algunos de los individuos
de la sp2 y sp3.
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Figura 12A. Reconstruccion filogenética del género Photinus, incluyendo las especies de este

estudio, con base en el método de Méaxima Verosimilitud y utilizando el gen COI. El soporte de

los nodos se estimé con 1000 iteraciones de ultrafast Bootstrap (UFB). Cada color es distintivo
por especie: verde = spl, anaranjado = sp2, morado = sp3, azul = sp4 y rojo = outgroups.
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Figura 13B. Reconstruccion filogenética del género Photinus, incluyendo las especies de este
estudio, con base en el método de Maxima Verosimilitud y utilizando el gen COI. La longitud de
las ramas corresponde a la escala con el nimero de sustituciones de nucle6tidos por sitio. El
soporte de los nodos se estimé con 1000 iteraciones de ultrafast Bootstrap (UFB). Cada color es
distintivo por especie: verde = spl, anaranjado = sp2, morado = sp3, azul = sp4 y rojo =
outgroups.
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Figura 14A. Reconstruccion filogenética del género Photinus, incluyendo las especies de este
estudio, con base en el método bayesiano y utilizando el gen COI. La longitud de las ramas
corresponde a la escala con el nimero de sustituciones de nucle6tidos por sitio. El soporte de los
nodos se estimo con 1000 iteraciones de ultrafast Bootstrap (UFB). Cada color es distintivo por
especie: verde = spl, anaranjado = sp2, morado = sp3, azul = sp4 y rojo = outgroups.
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Figura 15B. Reconstruccion filogenética del género Photinus, incluyendo las especies de este
estudio, con base en el método bayesiano y utilizando el gen COI. La longitud de las ramas
corresponde a la escala con el nimero de sustituciones de nucle6tidos por sitio. El soporte de los
nodos se estim6 con 1000 iteraciones de ultrafast Bootstrap (UFB). Cada color es distintivo por
especie: verde = spl, anaranjado = sp2, morado = sp3, azul = sp4 y rojo = outgroups.
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VI1I. Discusiéon

A. Analisis morfométricos

La correcta identificacion de especies de luciérnagas es un paso crucial para la comprension
de su biologia y conservacion. En este sentido, los analisis morfométricos han demostrado ser Gtiles
en la discriminacion interespecifica de varios oOrdenes de insectos (Sontigun et al., 2017).
Inicialmente, en este estudio se consideraron a todos los individuos de Photinus colectados en RH
como la misma especie, ya que fueron colectados en el mismo lugar y fecha. Sin embargo, el PCA
(Figura 6) confirma que existe una separacion entre dos morfoespecies en dicha localidad.

Tomando en cuenta Unicamente los andlisis morfométricos, tanto en el PCA y el
dendrograma se puede observar que la morfoespecie 3 es la méas distinta al resto. Por otro lado,
existe un sobrelape entre algunas morfoespecies, por ejemplo entre la sply la sp2. Al observar los
datos morfométricos, la media de la mayoria de medidas corporales entre estas dos morfoespecies
es similar (Anexo D, Cuadrol4). Sin embargo, se puede distinguir ambas especies por la ausencia
o presencia de margenes amarillentos en los élitros de la sply sp2, respectivamente. De igual forma,
la sp4 y la sp5 muestran sobrelape, indicando cierta similitud en las medidas corporales. Sin
embargo, como se pudo observar en las fotografias (Figura 8-9) y el analisis taxonémico, cada una
de las especies posee o0 carece de ciertas caracteristicas distintivas que permiten discriminarlas.
Entre las principales se encuentran: morfologia del edeago, forma del pronoto, presencia/ausencia
de méargenes amarillentos en los élitros, entre otros.

El dendrograma UPGMA (Figura 7) concuerda con las primeras observaciones
morfoldgicas y también con el PCA, en que spl, sp3 y sp4 corresponden a tres morfoespecies
diferentes. Asimismo, también indican la presencia de dos morfoespecies en la localidad RH. Sin
embargo, hay que notar la presencia de datos atipicos en las morfoespecies sp3 y sp4 (Figura 6).
Esto influye directamente en la topologia del dendrograma, en el cual se observa que LA4y VA19,
no se agrupan con el resto de sus congéneres. En el caso de estos dos individuos, que son hembras,
indica dimorfismo sexual en estas dos morfoespecies. Para futuros analisis seria recomendable
afiadir una variable de “sexo” para distinguir este tipo de datos, asi como aumentar a minimo 10
individuos por especie. De forma similar el individuo CC28 se agrupa con la morfoespecie spl,
debido a que presenta un tamafio menor al resto de sus congéneres.

Sin embargo, estos resultados son alentadores ya que dan una pauta para poder hacer una
identificacion preliminar con caracteres morfoldgicos, de las especies que aln no estan identificadas
0 reportadas para Guatemala. Esta metodologia basada en identificacion morfométrica, ya ha sido
comprobada previamente en otros estudios con invertebrados como dipteros utilizando morfometria
de las alas (Sontigun et al., 2017) y en gasteropodos (Doyle et al., 2018).

B. Taxonomia: retos y oportunidades

Lo importante de este tipo de estudios en los que se utilizan caracteres morfoldgicos para
identificar especies, es que resultan cruciales en taxones con muy poca informacion genética
generada. Por ejemplo, se contrastaron las especies del género Photinus encontradas en Biologia
Centrali Americana con distribucion en Guatemala, con las especies que tienen informacion
genética para varios genes en NCBI. Los resultados demostraron que no se cuenta, hasta este
estudio, con ninguna especie de luciérnaga en Guatemala con datos genéticos. Eso explica por una
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parte el que las especies secuenciadas en este estudio no se hayan agrupado con las encontradas en
NCBI.

Esto reafirma la importancia de los anélisis morfométricos, ya que permitié observar
claramente la separacion entre grupos diferentes. Es decir, estos resultados concuerdan con otros
estudios previos en los que se ha utilizado la morfologia para identificar especies de luciérnagas
(Zaragoza-Caballero & Navarrete-Heredia, 2014). Adicionalmente, se sugiere que la separacion de
los géneros de Photinini podria facilitarse al considerar la estructura morfoldgica del edeago (Green,
1961), considerando que en este estudio se observan diferencias morfoldgicas en los edeagos de las
cinco morfoespecies. Se sugiere considerar: el tamafio y forma de las excrecencias dorso-basales,
la forma de los 1ébulos laterales y el grado de esclerotizacion de estas estructuras.

A pesar de haber colectado hembras en al menos tres de las especies (Figura 11), hay que
resaltar que las descripciones taxondmicas originales suelen estar basadas en machos. Esto implica
gue hay que continuar con los estudios en luciérnagas hembras (y en larvas también), pues casi no
se tiene informacidn de los ciclos de vida y son una parte relevante para la conservacion efectiva
de este grupo. La siguiente frase lo resume: “Una taxonomia no resuelta o incluso incorrecta
significa que la conservacion a nivel de especie no se puede abordar de manera eficiente”
(Strandby et al., 2009).

A pesar de los retos y dificultades en la obtencion de descripciones y material para la
identificacion, hay muchas oportunidades y campo para seguir trabajando con luciérnagas. Se
pueden producir claves de identificacion utilizables tanto por especialistas como por no
especialistas (Strandby et al., 2009), que incluyan fotografias o ilustraciones. También se deben
realizar actualizaciones de varias especies que, por ejemplo, han mostrado tener un amplio rango
de distribucion (en este estudio se determind que sp3 tiene una distribucion mas amplia de la que
se mostraba en la descripcion original. No se descarta que pueda ocurrir lo mismo con otras especies
cuya Unica descripcion esta desactualizada. Se planea publicar estos resultados en un siguiente
articulo de actualizacién).

C. Trabajo de laboratorio

Desde un inicio fue dificil optimizar la amplificacion del gen wingless para obtener una
sola banda. Al ser cebadores degenerados, se hicieron algunas pruebas preliminares con touchdown
PCR, sin obtener una banda aislada (ANEXO G, Figura 22). Al utilizar la temperatura reportada en
la literatura (50°C) se obtenian multiples bandas y al subir la temperatura algunos grados (51-52
°C) para aumentar la especificidad, ya no habia productos de amplificacion (ANEXO G, Figura
21). Por esta razon fue que se decidié utilizar el protocolo de band-stab para el aislamiento de la
banda de interés y al mismo tiempo, ahorrar tiempo y recursos de la optimizacion del programa de
amplificacion. Después de dos pruebas, se amplificaron bandas de distinto tamafio (cercano al
reportado en la literatura), pero las secuencias obtenidas no alinearon correctamente con las
obtenidas de NCBI. Sin embargo, se planea que en estudios posteriores se utilice otro par de
cebadores distintos, que han amplificado exitosamente una sola banda correspondiente al gen
(Vencl et al., 2017).

Por otro lado, con el gen COI fue posible generar un protocolo optimizado para la
amplificacion de dicho gen en especies de luciérnagas de Guatemala. ElI gen COI ya ha sido
utilizado previamente para filogenias en insectos (D. R. Maddison, 2012; Selvakumar et al., 2016)
y en lampiridos (Sander & Hall, 2015; Stanger-Hall et al., 2007; Vencl et al., 2017). Sin embargo,
en estudios previos se ha utilizado una combinacion de varios loci, por lo que en futuros analisis se
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contempla afadir el gen wingless y el gen CAD. En casos en los que las relaciones filogenéticas de
especies cercanas sean dificiles de resolver, se recomienda utilizar analisis gendémicos.

D. Reconstrucciones filogenéticas

El arbol filogenético actualizado (Figuras 12-13) del género Photinus concuerda en su
mayoria con la topologia de las ultimas filogenias reportada en la literatura, aunque estas se basan
es sets de tres genes COI, 16s y wingless (Vencl et al., 2017); COl, wingless y CAD en (Stanger-
Hall & Lloyd, 2015). En (Martin et al., 2017) también utilizaron tres genes mitocondriales (12S,
16S, COIl) y tres nucleares (18S, 28S y wingless), ademas de incorporar datos morfoldgicos a su
filogenia. En contraste a esta Gltima reconstruccion filogenética, hay diferencias respecto a algunas
relaciones. Por ejemplo, en nuestro estudio no se observa relacion entre P. floridanus y P. curtatus,
o P. macdermotti y P. punctulatus. Sin embargo, hay que notar que (Martin et al., 2017) no incluye
todas las especies del género Photinus y nuestro andlisis solo utiliza el gen COI. Por ultimo, hay
que resaltar que en este estudio también se observa al género Ellychnia embebido en el género
Photinus.

Al comparar con la filogenia de luciérnagas norteamericanas solamente del género Photinus
y Ellychnia (Stanger-Hall & Lloyd, 2015), se observan algunas discordancias con los grupos que
ellos proponen. Por ejemplo, el grupo Pyralis permanece practicamente igual, solamente que en
nuestro estudio se observa una afiliacion taxondémica a la morfoespecie sp2. El grupo Ellychnia
permanece cercano al Pyralis y a la morfoespecie spl en el arbol ML, pero en el arbol bayesiano
estas relaciones cambian completamente. EI grupo Punctulatus 1 también se separa en este estudio
tanto en el arbol ML como bayesiano. En cambio, los grupos Punctulatus 2, Ardens, Consanguineus
y DIV | permanecen practicamente iguales en ambos casos. Debido a un error metodolégico no se
incluy6 en este estudio a P. brimleyi, pero se sugiere incluirlo en futuros andlisis. Por lo tanto, la
filogenia de este estudio basada en el gen COI, muestra que algunos grupos tienen relaciones
filogenéticas distintas a las observadas en estudios previos.

Adicionalmente, es importante notar las similitudes e incongruencias entre el arbol ML y
bayesiano, especificamente en las relaciones de las morfoespecies sply sp4. En el arbol ML la spl
esta posicionada cercana al género Ellychnia, siendo esta Gltima una especie diurna sin luz, aunque
el soporte del nodo es muy bajo (SH-aLRT = 74.2, UFB = 36), mientras que en el arbol bayesiano
esta morfoespecie estd mas relacionada con P. tenuicinctus y P. granulatus (PP = 0.78). Sin
embargo, para la sp4 ocurre justamente lo contrario. En el arbol ML esta es més cercana a P.
tenuicinctus y P. granulatus, mientras que en el arbol bayesiano se agrupa con Ellychnia. Por otro
lado, los dos métodos de reconstruccion filogenética muestran a la morfoespecie 2 relacionada con
el grupo de P. pyralis, P. concisus y P. sp. Mientras que la morfoespecie 3 mantiene también su
relacién con el grupo anterior y el soporte de este nodo en ambos tipos de arbol es relativamente
alto (UFB =88, PP = 0.97).

Estas relaciones observadas podrian apoyar la hipdtesis de que el origen de algunas especies
en Norteamérica (ej. Photinus pyralis) sea Centroamérica nuclear (Catalan et al., 2019). La
morfoespecie sp2 forma un grupo hermano con el grupo Pyralis mencionado anteriormente (SH-
aLRT =84.9, UFB =76, PP = 0.92). A su vez la morfoespecie sp3 es el grupo hermano de Pyralis-
sp2, con un alto soporte del nodo (SH-aLRT = 92.4, UFB = 88, PP = 0.97). La morfoespecie spl
parece ser también grupo hermano de los dos clados anteriores, pero el soporte de este nodo es bajo
en el arbol ML (SH-aLRT = 38.4, UFB = 32) y no esta resuelto en el arbol bayesiano. Lo cual
implica que hasta tener mas loci seria posible resolver estas relaciones. Finalmente, en el arbol ML
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la sp4 se posiciona como basal al grupo Consanguineus con un alto soporte. La hipétesis inicial
podria estudiarse posteriormente incluyendo en el analisis mas especies de Photinus de Guatemala
o Centroamérica.

Aunque la divergencia genética por si misma no es suficiente para que dos grupos
taxonémicos puedan ser considerados especies distintas (Ferguson, 2022), si nos puede proveer una
aproximacion a qué tan distintos son dos taxones o individuos. El arbol de ML (Figura 12B)
muestra la escala de divergencia genética. Se puede observar que las cuatro morfoespecies
analizadas genéticamente en este estudio, muestran poca o0 ninguna divergencia genética
intraespecifica. Se observa un fenémeno similar en el grupo de P. consanguineus, P. greeniy P. sp.
Al contrastar con la reconstruccidn filogenética bayesiana, se generaron politomias en tres grupos:
en tres de los individuos de sp2 ysp3, ademas del grupo consanguineus-greeni-sp-macdermotti. De
las primeros dos morfoespecies, se puede explicar la politomia causada por secuencias que son
exactamente idénticas (RH13 y RH8; CC02 y BP15).

Otra razon para explicar las relaciones no resueltas en el arbol bayesiano (Figura 13A-
13B), es que el arbol consenso puede producir una topologia con buen soporte, pero sin resolver.
Sin embargo, cuando la topologia es mas importante que los tiempos de divergencia, es aceptable
usar el arbol consenso (Heled & Bouckaert, 2013). En todo caso, se requieren mas esfuerzos para
generar datos genéticos de estas especies y de luciérnagas en general. La integracion de nuevos loci
al andlisis podrian ayudar a resolver los casos donde el soporte de los nodos sea muy bajo o las
relaciones no estén completamente resueltas. Con este mismo objetivo, la secuenciacién del
genoma completo de estas especies representaria un avance muy importante y contribuiria a futuros
estudios filogenéticos y evolutivos (T. R. Fallon et al., 2018) en Guatemala y la region.

E. Importancia de unificar morfologia y genética

En pleno apogeo de la gendmica, algunos autores se cuestionan la utilidad de los analisis
morfoldgicos en la reconstruccion de filogenias (Scotland et al., 2003; Wortley & Scotland, 2006).
Sin embargo, otros estudios resaltan la importancia de seguir recopilando datos morfol6gicos (Will
& Rubinoff, 2004) por varias razones. En primer lugar, permite resolver las relaciones filogenéticas
entre taxones fosiles y los taxones existentes. En segundo lugar, para algunos taxones es dificil el
acceso a material genético (ej. Numero limitado de especimenes o preservacion perjudicial en
colecciones, distribucion limitada, destruccion de habitat, entre otros) (Wiens, 2004). Sin embargo,
al utilizar estudios morfoldgicos se tiene que tomar en cuenta que algunos caracteres pueden ser
resultado de evolucién convergente y se podria observar caracteres similares en linajes distantes
(Castiglione et al., 2019). También es importante descifrar si la similitud entre especies refleja un
proceso de evolucion convergente o inercia filogenética (Tosso et al., 2019).

Esto resalta la importancia de acompafiar los datos morfoldgicos con informacion genética.
Sobre todo, se tiene un enorme potencial a partir de especimenes de colecciones (Mandrioli, 2008).
En los ultimos afios, se han desarrollado metodologias que permiten obtener ADN de coledpteros
preservados sin comprometer la integridad del espécimen (Gilbert et al., 2007). En futuros estudios,
esto podria ser aplicado a las luciérnagas que aun permanecen sin identificacion taxonémica y/o
genética en las colecciones de universidades en Guatemala, sustituyendo en algunos casos la
necesidad de realizar nuevas colectas. Para que esto sea exitoso, es necesario un buen
mantenimiento, asi como una actualizacién constante de las colecciones.

Los resultados morfométricos nos pueden ayudar a complementar las reconstrucciones
filogenéticas basadas en genes. En las filogenias moleculares se pueden dar casos en los que clados
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son estadisticamente soportados, pero que son incorrectos y esto se debe a varios factores,
principalmente: desviacion entre arboles de genes y especies, y errores metodoldgicos como la
atraccion de ramas largas (Wiens, 2004). En otros casos, se observan incongruencias entre
marcadores nucleares y mitocondriales, que también pueden ser resultado de diferencias en los
métodos y analisis (Sota & Vogler, 2001). Aunque los analisis moleculares tienen muchas ventajas,
es crucial que como cientificos nos entrenemos en sistematica basada en morfologia, sobre todo en
grupos poco estudiados (Wiens, 2004). Por otro lado, los analisis genéticos (ej. DNA barcoding)
nos ayudarian en la identificacion de especies cripticas (Kress & Erickson, 2008).

En este estudio, al contrastar la topologia del dendrograma UPGMA con los &rboles
filogenéticos, se puede observar cierta correspondencia entre las mediciones morfométricas y los
analisis genéticos con COI. Sin embargo, aunque se puede observar en el dendrograma que la
morfoespecie sp2 es mas parecida morfolégicamente a la spl, genéticamente la primera estd mas
relacionada con la sp3. Esto resalta una vez mas la necesidad de complementar datos morfométricos
y filogenéticos para la identificacion de especies. Finalmente, considero que es importante
completar este tipo de estudios con un enfoque holistico, que integre genética, morfologia,
comportamiento y ecologia, entre otros.
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VIII. Conclusiones

En este estudio, se identificaron cinco morfoespecies de luciérnagas del género Photinus,
con base en andlisis morfométricos y taxondémicos, asi como la morfologia del edeago. Las
reconstrucciones filogenéticas, basadas en el gen COI, también permitieron distinguir entre
cuatro morfoespecies genéticamente distintas.

Con base en los andlisis morfométricos y taxonémicos, la morfoespecie sp3 es la mas
distinta a las otras cuatro morfoespecies. Aunque existe sobrelape en las medidas
morfomeétricas entre la morfoespecie spl-sp2 y sp4-sp5, es posible separar a estas
morfoespecies con base en sus caracteres morfoldgicos y el gen COI.

Las reconstrucciones filogenéticas, basadas en el gen COIl, muestran evidencia que apoyan
la hipotesis de un posible origen centroamericano de algunas especies norteamericanas
(grupo Pyralis).

Este es el primer estudio en Guatemala que unifica datos morfométricos, taxonomia y
genética para identificar luciérnagas del género Photinus. La metodologia empleada tiene
potencial aplicacién a otros taxones.

Se generaron secuencias del gen COI para cuatro especies que no se encontraban en NCBI
u otras bases de datos genéticos. La generacion de estos datos es de vital importancia para
continuar estudios de genética poblacional, comportamiento, evolucidn, entre otros.
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IX. Recomendaciones

Aplicar y ampliar la metodologia utilizada en este estudio a las especies de Photinus (por
ejemplo, para la morfoespecie sp5) y de otros géneros ain no identificados.
Complementar los analisis genéticos y taxondémicos con estudios de comportamiento,
ecologia y biogeografia, entre otros.

En los anélisis morfométricos se recomienda aumentar el nimero minimo de individuos a
diez y establecer una variable de “sexo” que permita identificar individuos machos de
hembras.

Amplificar el gen wingless con un nuevo para de cebadores que produzcan una sola banda
y el gen CAD, para contar con un set de datos genéticos comparable a otros estudios
realizados del género Photinus.

Realizar reconstrucciones filogenéticas que contemplen otros loci y asi resolver relaciones
con bajo soporte de nodos y politomias.
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XI.  Anexos

ANEXO A. Glosario.

Antenomeros: segmentos de las antenas (Beutel et al., 2014).

Aposematismo: es una estrategia antidepredatoria, en la cual los animales advierten a sus
depredadores acerca de su toxicidad o sabor desagradable. Consiste de dos elementos: una
defensa primaria, como algun color distintivo, olor o sonido, que ocurre antes que el depredador
ataque; y una defensa secundaria, que puede ser quimica, morfologica o de comportamiento.
Como resultado, los depredadores aprenden a evitar dicha presa (Rojas et al., 2015).

Clipeo: parte anteroventral de la capsula de la cabeza; separado principalmente del frons por
un puente transverso frontoclipeal entre las fosas tentoriales anteriores; usualmente tiene el
labrum en el margen distal (Beutel et al., 2014).

Coxas: elemento basal de las patas; articulados con elementos pleurales, esternales o
trocantinales del segmento torécico (Beutel et al., 2014).

Edeago: aparato reproductor de los machos (Beutel et al., 2014).

Escapo: segmento basal de una antena (Beutel et al., 2014).

Esclerotizado: caracteristica del cuerpo de un artrépodo, donde partes de su cuerpo estan
endurecidas por la presencia de una cuticula gruesa quitinosa o calcéarea (lowa State University,
2022).

Especies cripticas: en el contexto de estudio modernos de biodiversidad y taxonomia, el
término se refiere a especies no distinguibles morfolégicamente, que pueden ser reconocidos
solamente a través de datos moleculares (Korshunova et al., 2019).

Esternitos: segmentos esclerotizados ventrales (Beutel et al., 2014).

Excrecencias: protuberancias en el edeago, sobresalen del 16bulo medio (Zaragoza-Caballero,
Lopez-Pérez, et al., 2020).

Fémur: tercer elemento de la pata, usualmente el més largo (Beutel et al., 2014).

Frons: la “frente”, porcion de la cabeza entre el margen posterior del clipeo entre los ojos hasta
donde comienza a aplanarse la cabeza (Beutel et al., 2014).

Labrum: el “labio” superior de la boca de un artropodo que esta unido con el borde distal del
clipeo por una membrana.

Lucibufaginas: sustancias esteroideas toxicas de las luciérnagas, con un sabor desagradable
para los depredadores (T. R. Fallon et al., 2018).

Palpos: apéndices tactiles de los maxilares y el labio (Beutel et al., 2014).

Pubescente: que posee estructuras similares a vellos (lowa State University, 2022).

Sutura frontoclipeal: division o linea profunda entre la frente y el clipeo, entre las fosas
tentoriales anteriores (Beutel et al., 2014).

Tarsémeros: subelemento del tarso en Insecta; nimero a menudo especifico del taxén, a veces
que difieren en las piernas de diferentes segmentos (valor de diagndstico: formula tarsal)
(Beutel et al., 2014).

Tarsos: quinto elemento de la pata; compuesto de 3-5 tarsémeros en casi todos los grupos de
Insecta (Beutel et al., 2014).

Taxonomia: es la ciencia que describe, nombra y clasifica los organismos (Convention on
Biological Diversity, 2010).

Tergitos: segmentos esclerotizados dorsales (Beutel et al., 2014).
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e Tibia: cuarto elemento de la pata, usualmente cilindrico y equipado con espolones terminales
emparejados a menudo con filas de espinas (Beutel et al., 2014).
e Trocanter: segundo elemento de la pata, usualmente pequefio y triangular (Beutel et al., 2014).

53



ANEXO B. Descripcion del género Photinus.

El género Photinus, tal como es representado en la fauna Neértica, se caracteriza por:
textura del cuerpo suave; forma elongada oval, con margenes laterales subparalelos. Cabeza
bastante deflexionada, cuando se retrae es completamente cubierta por el pronoto; gula
semimembranosa, muy abreviada medialmente por una extension frontal del foramen occipital; ojos
grandes, hemisféricos. Antenas simples, delgadas, comprimidas, con 11 segmentos, sin apéndice
terminal minuto, similares en ambos sexos, longitud menor a la mitad del total del cuerpo, con
algunas pubescencias gruesas y erectas; segundo segmento corto, seguido de segmentos elongados,
subiguales en longitud, gradualmente mas delgadas si son distales. Clipeo débilmente esclerotizado,
con una articulacién basal membranosa; labrum (labio superior) elongado triangular, membranoso;
mandibulas agudas, arqueadas, regularmente estrechas desde la base al &pice, excepto el
agrandamiento basal interno. Palpos maxilares cortos y robustos, mas amplios distalmente, segundo
segmento no elongado; segmento terminal de los palpos labiales triangulares o securiforme, el apice
truncado o redondeado (Becker, 1956).

Pronoto semieliptico, &ngulos anteriores obliterados, angulos posteriores subrectangulares,
lados y frente explanados. Elitros con pubescencia dual, pubescencia secundaria minuta usualmente
ausente en la base; epipleuras completamente definidas externamente por el margen elitral agudo,
ancho en la base, estrechamiento rapido a aproximadamente séptima basal, de ahi estrechamente
subparalelos, obliterado antes de llegar al apice elitral. Prosternum truncado al frente; margen
anterior de la hipomera no alcanza el margen lateral del torax; espiraculos anteriores toracicos
prominentes, transversos, subtubulados, se superponen al mesepisterna. Espiraculos abdominales
dorsales (Becker, 1956).

Abdomen del macho con 8 segmentos ventrales visibles, los dos terminales cubiertos por
el pigidio; los 6rganos de luz, si estan presentes, ocupan todos los segmentos ventrales 6 y 7, estos
segmentos son mas largos que los anteriores y cada uno con un par de poros estigmatiformes. Las
hembras tienen 7 segmentos ventrales visibles; los érganos de luz, si estan presentes, ocupan un
tercio medio o mas del ancho del segmento nimero 6. Las patas son cortas y robustas, comprimidas;
espolones tibiales pequefios, delgados y agudos, ocultos por las setas apicales; segmento terminal
de los tarsos se extienden menos de la mitad de su longitud mas alla de los l6bulos del cuarto
segmento profundamente emarginado; garras simples (Becker, 1956).
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ANEXO C.

Cuadro 11. Matriz de datos utilizada en los analisis morfométricos en R. Medidas en milimetros (mm).
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Continuacién Cuadro 11

cczc ¢ sp 129 21 12 31 26 02 58 02 08 11 11 08 103 16 10 08 08 08 10 10 o04
4 cC 3 0 6 6 2 4 4 6 9 6 4 4 8 5 5 8 4 4 4 8 8 8
cczc € sp 120 21 13 30 23 02 NA 02 08 10 10 09 960 16 10 09 08 08 12 10 04
3 cC 3 0 0 8 6 4 4 6 3 2 2 0 5 8 6 4 4 6 8 2
cc3 C sp 120 19 13 30 23 02 NA 02 08 09 09 08 945 15 08 07 07 07 NA NA NA
1 cC 3 0 8 8 0 4 1 4 1 6 6 8 0 4 8 2 8
cc3 C sp 1212 19 09 28 25 02 50 03 07 10 09 09 450 16 07 08 08 09 NA NA NA
0 cC 3 5 8 6 8 2 1 0 3 4 2 6 3 5 8 4 4 6
cczc C sp 108 17 07 25 19 01 49 02 06 08 09 06 840 12 07 07 07 08 NA NA NA
8 cC 3 0 4 2 2 2 9 0 4 2 4 0 0 0 2 2 2 4
ER2 ER sp 127 20 12 30 25 02 55 02 08 09 10 08 105 16 09 07 08 08 09 09 03
6 3 5 4 0 0 2 1 2 9 3 6 2 3 0 5 0 8 4 4 6 6 6
ER2 ER sp 114 20 12 28 23 01 48 02 08 09 09 10 915 15 07 07 06 07 07 08 03
7 3 0 4 0 2 4 9 1 6 3 0 6 0 0 2 2 6 2 2 4 0
ER2 ER s 114 18 09 26 22 02 52 02 07 09 09 08 915 13 07 08 07 07 09 NA NA
9 3 0 6 0 4 2 4 1 4 6 0 6 1 5 2 4 8 8 0
ER3 ER sp 120 21 10 30 25 02 58 02 07 09 10 09 915 15 09 08 08 07 08 NA NA
0 3 0 6 2 0 2 1 3 6 4 6 2 0 0 0 4 4 8 4
ER2 ER sp 123 21 11 27 24 02 52 02 08 09 10 08 945 16 10 09 07 07 10 09 NA
8 3 0 0 4 6 6 4 9 4 8 6 2 3 5 2 0 8 8 2 6
LA9 L sp 108 19 10 25 21 02 48 02 07 08 09 08 870 15 09 07 08 07 08 08 02
A 3 0 2 8 8 6 1 1 1 9 4 0 3 0 6 8 4 2 4 4 4
LA4 L sp 645 13 08 20 14 00 26 01 04 o077 07 05 510 12 03 05 04 04 05 05 01
6 A 4 2 4 4 4 7 4 0 5 2 2 7 0 6 4 8 2 4 4 8
LA4 L sp 750 12 07 22 13 01 27 01 04 05 06 05 630 10 04 05 05 06 04 06 07
A 4 0 2 2 2 0 6 2 8 4 0 2 5 8 4 4 0 2 0 2
LA2 L sp 73% 12 07 20 14 00 27 01 04 07 07 05 600 10 04 04 04 03 06 05 01
1 A 4 6 8 4 4 7 9 2 0 2 2 2 5 2 8 8 6 0 4 8
LA4 L sp 765 14 08 21 15 01 29 01 04 08 07 05 630 10 04 05 05 04 05 06 NA
7 A 4 4 4 0 0 0 8 0 8 4 8 7 5 8 4 4 8 4 0
LAX L sp. 705 13 07 19 13 00 27 01 04 07 07 05 58 10 04 04 04 04 04 04 01
A 4 2 8 8 2 7 6 0 5 2 2 5 5 8 8 2 8 2 2 8

Cuadro 12. Medidas morfométricas de cada antenémero (mm), aumento 64X.

ID escapo segmento2 segmento3 segmento4 segmento5 segmento6 segmento7 segmento8 segmento9 segmentol0 segmentoll TOTAL

BP20 0.71 0.29 0.52 0.52 0.48 0.50 0.50 0.48 0.48 0.50 0.60 5.57
BP18 0.71 0.24 0.52 0.55 0.48 0.50 0.48 0.45 0.48 NA NA 4.40
BP19 0.74 0.24 0.50 0.50 0.48 0.48 0.45 0.48 0.38 0.38 0.36 4.98

CC24  0.67 0.26 0.57 0.52 0.57 0.62 0.52 0.52 0.50 0.50 0.60 5.86




Continuacién Cuadro 12

CC23 0.67 0.29 NA NA NA NA NA NA NA NA NA 0.95
CC31 o071 0.21 0.50 0.55 0.48 0.57 0.50 0.45 0.48 0.36 NA 481
CC30 0.57 0.24 0.57 0.48 0.48 0.48 0.48 0.48 0.45 0.43 0.36 5.00
CC28 0.50 0.21 0.45 0.52 0.48 0.50 0.48 0.48 0.36 0.43 0.50 4.90
ER27 0.64 0.21 0.45 0.50 0.45 0.33 0.33 0.43 0.43 0.45 0.57 4.81
ER26  0.62 0.24 0.55 0.55 0.52 0.55 0.48 0.50 0.48 0.50 0.55 5.52
ER29  0.62 0.21 0.52 0.50 0.48 0.48 0.45 0.45 0.48 0.48 0.55 521
ER30  0.69 0.24 0.43 0.62 0.55 0.57 0.57 0.52 0.48 0.52 0.64 5.83
ER28 0.71 0.21 0.45 0.45 0.43 0.48 0.45 0.48 0.48 0.52 0.62 5.29
LA9 0.57 0.24 0.38 0.43 0.48 0.36 0.48 0.48 0.50 0.43 0.48 481
VA1l  0.50 0.21 0.36 0.48 0.43 0.45 0.43 0.40 0.43 0.40 0.38 4.48
VAl12 045 0.17 0.40 0.40 0.33 0.33 0.36 0.33 0.36 0.36 0.45 3.95
VA13 048 0.24 0.31 0.40 0.38 0.40 0.38 0.38 0.43 0.43 0.50 4.33
VA19  0.52 0.21 0.48 0.50 0.48 0.48 0.45 0.50 0.48 0.48 0.60 5.17
LA46 045 0.14 0.29 0.29 0.26 0.26 0.21 0.21 0.19 0.17 0.17 2.64
LA4 0.45 0.12 0.26 0.21 0.19 0.24 0.24 0.29 0.21 0.24 0.31 2.76
LA21 045 0.14 0.29 0.29 0.26 0.24 0.21 0.26 0.21 0.21 0.21 2.79
LA47 045 0.14 0.33 0.29 0.26 0.24 0.24 0.26 0.21 0.26 0.29 2.98
LAX 0.45 0.17 0.26 0.29 0.24 0.24 0.24 0.24 0.19 0.19 0.26 2.76
RH7 0.60 0.19 0.48 0.57 0.45 0.45 0.45 0.48 0.38 0.45 0.57 5.07
RH10  0.60 0.14 0.33 0.36 0.33 0.31 0.19 0.14 0.12 0.12 0.21 2.86
RH14 057 0.17 0.38 0.40 0.45 0.33 0.26 0.40 0.33 0.29 0.33 3.93
RH18 0.38 0.12 0.29 0.29 0.21 0.26 0.24 0.21 0.21 0.19 0.24 2.64
RH26  0.38 0.12 0.26 0.26 0.21 0.21 0.21 0.21 0.19 0.14 0.26 2.48
RH31  0.36 0.14 0.26 0.26 0.21 0.21 0.21 0.21 0.21 0.21 0.24 2.55

RH33  0.38 0.14 0.26 0.29 0.24 0.24 0.21 0.21 0.24 0.19 0.26 2.67




Cuadro 13. Medidas morfométricas de cada palpo maxilar (mm), aumento 64X.

ID palpo 4 (segmento distal) palpo 3 palpo 2 palpo 1 (segmento proximal) TOTAL
BP20 0.36 0.14 0.17 0.10 0.76
BP18 0.45 0.19 0.17 0.12 0.93
BP19 0.45 0.19 0.19 0.12 0.95
CC24 0.38 0.21 0.19 0.10 0.88
CcC23 0.45 0.17 0.19 0.10 0.90
CC31 0.45 0.19 0.14 0.10 0.88
CC30 0.48 0.14 0.19 0.12 0.93
CC28 0.31 0.10 0.12 0.07 0.60
ER27 0.38 0.21 0.14 0.10 0.83
ER26 0.48 0.24 0.21 0.07 1.00
ER29 0.38 0.14 0.17 0.12 0.81
ER30 0.40 0.17 0.21 0.12 0.90
ER28 0.43 0.12 0.17 0.12 0.83
LA9 0.36 0.14 0.21 0.12 0.83
VA1l 0.29 0.14 0.12 0.14 0.69
VA12 0.31 0.12 0.14 0.14 0.71
VA13 0.36 0.10 0.14 0.17 0.76
VA19 0.38 0.12 0.14 0.21 0.86
LA46 0.21 0.12 0.14 0.10 0.57
LA4 0.19 0.12 0.12 0.10 0.52
LA21 0.21 0.10 0.12 0.10 0.52
LA47 0.24 0.10 0.12 0.12 0.57
LAX 0.24 0.10 0.10 0.12 0.55
RH7 0.36 0.12 0.14 0.14 0.76
RH10 0.29 0.14 0.10 0.12 0.64
RH14 0.31 0.12 0.14 0.14 0.71
RH18 0.19 0.12 0.12 0.10 0.52
RH26 0.21 0.07 0.10 0.10 0.48
RH31 0.21 0.07 0.12 0.10 0.50
RH33 0.21 0.10 0.12 0.10 0.52




ANEXO D.

Cuadro 14. Resumen de estadisticos del set de medidas morfométricas.
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Figura 16. Graficos qqPlot del set completo de datos morfométricos.

°

©



Sange Qurties

Sanpe Qurtios

Sanple Quaties

Sanple Quarties

ancho_fosa_interantenal: sp
@

° °
o °

10 05 00 a5 10
Theoreficd Quarniles

=3

a7 a1a
1 1

0.16

015

014

ancho_fosa_interantenal: sp

- - o °
=1
=
=
=
z
q
S
=
a
=3 o o
S
10 05 00 a5 10
Theoretcsd Quarsles
ancho_interantenal: sp1
E - °
=1
o
z
=
g_
i
=
=
2
=2
=
g
S
§ o o o
=
10 05 00 Q5 10
Theoretcd Quariles
ancho_interantenal: sp4
§ - -] °
S
g
z 4
=4
2
& -
=
"
=4
=
g
o
54
=
E o o o
=
10 05 00 a5 10
Theorefics Quarniles

Sanpe Quaties

Sanpe Qurties

Sanple Quaties

Sanpe Qurties

ancho_fosa_interantenal: sp
o

ancho_fosa_interantenal: sp
o

0240

8
o =
=4
= P
xR = T
}.«‘4 - g oo
& : §
o EST
§ 4 <1
@
i 8 & 00,
g4 a°
c
\% - o 000
@ =
e
8
s S
5 o o o o
> | ) | s |
a5 00 05 1 Q 1
Theoretcd Quarniles Theoretcd Quarntles
ancho_fosa_interantenal: sp
- - o o °
=}
-
=
S
=
g
=
2
2do
A o F e |
10 05 00 a5 10
Theoretcs Quariles
ancho_interantenal: sp2 ancho_interantenal: sp3
2 _ & _ o
S =
g
=
N
= § 2 cofo o
8 -
584
Ep— g
2y
5 o
S i g - o goooo
=
8
o
& Zlofo
S =
| ) | e |
a5 00 05 1 Q 1
Theoretcd Quarniles Theoreticd Quartles

ancho_interantenal: sp5

8_ ° ° °

S

=

=

S

-

o

e

]

a

2de

% Aol
10 05 00 a5 10

Theoretcd Quariles

63



04 049 a5

Sanoe Quarties

Sanple Quarties
042 042 046 048

040

0495

Sanpe Quaties
020

085

0m

Sanoe Qurties
070 075 am Q

Q

65

]

Q.

055

ancho_interocular: sp1
- o o

o °

10 05 00 a5

Theoreficd Quariles

10

ancho_interocular: sp4
- ) °

o
| P e Pt P |
10 05 00 45 10

Theoretics Quaniles

ancho_ojo: sp1

° °

10 05 00 a5

Theoreticd Quarniles

10

ancho_ojo: spd

°
| P e P P |
10 05 00 45 10

Theoretcs Quaniles

Sange Quarties
06

Sanoe Qurties

052 053 05¢ 055 05 057

Sanple Qurties

09

Sanple Quarties

068

068 o

068

062

080

a5 051

0898 100 1

09

a2

090

on 072

070

08

067

066

ancho_interocular: sp2

°
- °
o

|y )

a5 a0 as

Theoreticd Quarntles

ancho_interocular: sp5

- °
—~ o
o
| e ) ] ey |
10 05 00 a5 10
Theoretcs Quariles
ancho_ojo: sp2
- o
o °
| )
a5 00 05
Theoretcd Quarniles
ancho_ojo: sp5
- °
-io o o
10 05 00 a5 10

Theoretcd Quariles

64

085 090

a8

Sanoe Quarties

070 075

065

Sanpe Qurties
090 095 100 105 110 1145

085

ancho_interocular: sp3

Theareficd Quaritles

ancho_ojo: sp3




ancho_pronoto: sp1
°

.
&
x
~
;z-
Cw |
g e o o
B
L
« |
~
@
N e
| o ) o] ]|
10 05 00 Q5 10
Theoretcd Quariles
ancho_pronoto: sp4d
o
]
o
L
ol
€
g
g2 o
3 o
2
B
@
48 |
~ °
8.4
&
o
| P e Pt P |
10 05 00 a5 10
Theoretcsd Quarsles
esternito1: sp1
8— °
=
2
=
]
S

Swnpe Quarties
054
1

o
o °

|
S
3
o
10 05 00 05 10
Theoretcd Quariles
esternito1: spd
“7— ° o °
-}
g4
-}
834
£
3
a4 ]
R
2
A3
P}
g
&l
=
| P ] e [ |
10 05 00 a5 10
Theorefics Quarniles

Sanpe Quarties

Sanple Quarties

184

Sanpe Qurties

05

Sanple Quarties

028

23

27

28

25
1

24

190 a1

14

185

058 05 080

057

055

054

03 0%

01

03

026

024

" ° °
&
.
= 4
o o

| )

ancho_pronoto: sp2
o

| L
a5 a0 as
Theoreficd Quariles

ancho_pronoto: sp5

10 05 00 a5 10
Theoretcd Quariles

esternito1: sp2

a5 a0 as
Theoreticd Quariles

esternito1: sp5

o

10 05 00 a5 10
Theoretcd Quariles

65

Sanpe Quaties
27 24 24 30

26

25

105

o

1

o Quanias
090 085

ancho_pronoto: sp3

Theareficd Quaritles

esternito1: sp3
°

°



Sanpe Quarties Sanpe Quarties
05

Sanpe Qurties

Sanpe Quarties

055

1

05

045

051 05¢

(7]

a5

0449

048

055 060 085 0 075

05

044 045 048 050 05 054

042

esternito2: sp1

° o
o
| o ) o] ]|
10 05 00 Q5 10
Theoretcd Quariles
esternito2: spd
° ° °
o o
10 05 00 a5 10
Theoretcsd Quarsles
esternito3: sp1
o
°
°
| o ) o] ]|
10 05 00 Q5 10
Theoretcd Quariles
esternito3: spd
o °
° o
o
| P ] e [ |

10

05 00 a5 10
Theoretcs Quaniles

Sanpe Qurties

05
1

Sanple Quarties

Sanpe Qurties

05
1

Sanple Quarties

03

05 05 060
1 1 ]

057
1

055
1

058
L

07 02 023 03
1 1

02
1

025
1

060

058 05
1 1

057
1

055
1

° °
o o

10

esternito2: sp2

°
| )
a5 a0 as
Theoreticd Quariles

esternito2: sp5

Q5 00 a5
Theoretcd Quariles

esternito3: sp2

°

10

>

054
L

035 0%
1 ]

03

033
1

on

030
L

o

10

| )
a5 a0 as
Theoreticd Quariles

esternito3: sp5

Q5 00 a5
Theoretcd Quariles

66

°

10

Sanpe Qurties

Sanpe Quarties

8
o

07s

an

esternito2: sp3

Theareficd Quaritles

esternito3: sp3
coogdo o o



Sanpe Quarties

055

Snoe Qurties

045

Sanpe Quaties

058

Swnpe Quarties

065 070

080

050

055 080

050

&

062 08 0

080

05

a5

060

055

a5

045

esternitod: sp1

o
10 05 00 a5 10
Theoreficd Quarniles

esternitod: spd

°
| P e Pt P |
10 05 00 45 10

Theoretics Quaniles

esternito5: sp1
° °

o
10 05 00 a5 10
Theoreficd Quarniles

esternito5: spd

° o

10 05 00 a5

Theoretcs Quaniles

10

Sanpe Quaties

Sanple Quarties

02

Sanpe Quarties

a62

Sanple Quarties

06

060

055

1

05

A5

03

029

02

oz

025

024

Q.

06s 065

083

081

080

a83 070 072

068

062

060

1

esternitod: sp2

°

°
°
|y )
a5 a0 as

Theoreticd Quariles

esternitod: sp5

° °
o o

10 05 00 a5 10
Theoretcd Quariles

esternito5: sp2

>

o
| )

a5 00 05

Theoretcd Quarniles

esternito5: sp5

°

o o o
10 05 00 a5 10

Theoretcd Quariles

67

Swnpe Quarties

k]

Sanpe Quarties

Bl

11

10

aa

0z

15

esternitod: sp3

cooogfo

esternito5: sp3

as as
Theoreficd Quantles

15



Sanple Quarties
055 0% 05 059 05 060

a5¢

a5 055 060

Sanpe Quarties

045

Swnge Quarties
035 020 045 050 055

020 025 0

Sanple Quaries
03 a4 a5 a8 a7

a2

esternito6: sp1 esternitof: sp2
- o o o
- 2
=
1 8
B
4 gs
]
2
Al &
=
=
- o § -lo
T T T T 1 R e e e e |
10 05 00 Q5 10 a8 a2 02 04 08
Theoretcd Quariles Theoretcd Quarniles
esternito6: spd esternitof: sp5
- o o S - o °
=
2
7 &
o 1@ 8c
€
dal
3o
n B
£
49
S
3
o 3 o o

—— -}

10 05 00 a5 10 10 05 00 a5 10
Theoretcsd Quarsles Theoretcs Quariles
esternito7: sp1 esternito7: sp2

5 @
F
. o
a g
§°
T £
B
- —
- R
2
4 d & g
N
=
T °
i §-
T T T T 1 r T T T 1
10 05 00 Q5 10 10 05 00 05 10
Theoretcd Quariles Theoretcd Quaniles
esternito7: spd esternito7: sp5
° & °
- =
8
831
- £
&
5
g2 o,
s S
- 2
A2
S
5T -
- o
o o o ; -io o

10 05 00 a5 19
Theoretcsd Quariles

r T T T 1
10 05 00 a5 10
Theoretcd Quariles

68

Sanpge Quaties

k)
Il

15

esternitof: sp3
° o

a5 a5 10 15
Theoreficd Quantles

esternito7: sp3
o o

10 a0 05 10
Theoreicd Quantles



Snpe Quarties

oAz

Sanple Quartties

a7

Sanpe Quarties

Sange Quarties

0 088 090
]

08

0

(]

08

am om

ara

[

ar2

75

70

65

60

54 60 62

56

largo_cabeza: sp1

o
10 05 00 a5 10
Theoreficd Quariles

largo_cabeza: sp4
° °

o
| P e Pt P |
10 05 00 45 10

Theoretics Quaniles

largo_elitro: sp1

o
10 05 00 a5 10
Theoreticd Quarniles

largo_elitro: sp4
° °

°
| P e P P |
10 05 00 45 10

Theoretcs Quaniles

Sanpe Qurties

100

Sanple Quarties

08

Sanpe Quaties

6a

Sanpe Quarties

485

106 108

104

102

0sa

095

]

0a

07

05

a4

78

74

70

66

largo_cabeza: sp2

°

o °
=
a5 a0 as

Theoreticd Quarntles

largo_cabeza: sp5

| s e s e |
10 05 00 a5 10
Theoretcsd Quarniles

largo_elitro: sp2

o
°
| )
a5 00 05
Theoretcd Quarniles
largo_elitro: sp5
- - °
-io o
10 05 00 a5 10

Theoretcd Quariles

69

Sanoe Quarties

Sanpe Qurties

13

11
1

10

09

08

07

largo_cabeza: sp3
o of o

Theoreficd Quantles

largo_elitro: sp3

e o
°



Sanpe Quarties

Sanpe Quarties

Swnge Quarties

Sanae Quarties

08 081 090 02 09 09

a

075

am

085

080

175 180 1485 190
1 1

17

165

145

140

135

largo_ojo: sp1

2 - ° o
o o
10 05 00 Q5 10
Theoretcd Quariles
largo_ojo: sp4

| P e Pt P |
10 05 00 45 10
Theoretics Quaniles

largo_pronoto: sp1

o
10 05 00 a5 10
Theoreticd Quarniles

largo_pronoto: sp4

- °

° o

10 05 00 a5

Theoretcs Quaniles

10

100
1

Sanpe Qurties
08¢ 09 09
1

0@

090

Sanple Quarties
067 068 089 0 07N a7z

066

20

19

Sanpa Quaties

132

130
Il

Sanple Quarties
12 122 128 123
1

120

largo_ojo: sp2

L
<

| L
a5 a0 as
Theoreticd Quariles

largo_ojo: sp5

Q5 00 a5
Theoretcd Quariles

largo_pronoto: sp2

a5 a0 as
Theoreticd Quariles

largo_pronoto: sp5
°

o o o

10 05 00 as

Theoretcd Quariles

10

110

105
L

100
L

045
1

090
L

25

24

2

Sanpe Quarties
23

21

20

19

largo_ojo: sp3

coglo o

largo_pronoto: sp3



Sange Quatios

Swnpe Quarties

Swnpe Quarties

Sanpe Quaties

longitud_antena: sp1

52

longitud_antena: sp2

longitud_antena: sp3

o
e % =
o
a
@
w _| 3
2 - i
x 8
< 5
3 334
©
° a
« E
“ A
a4
~ =
- @
g = =
@ “
| o ) o] ]| | L
10 05 00 Q5 10 a5 00 05 15 45 as 15
Theoretcd Quariles Theoretcd Quarniles Theorefcd Quarniles
longitud_antena: sp4 longitud_antena: sp5
° o
g _ a
@
&~
¥ o
-
~
2 | LR
~ EN
3
3 :
£g 4
2 ° A
&
[
2 2
&
g
~N o o
| P e Pt P | | e ) ] ey |
10 05 00 a5 10 10 05 00 a5 10
Theoretcsd Quarsles Theoretcs Quariles
I_palpo_ sp’ _palpo_ 1 spi l _palpo_s :spl
o [ ° 24
q S 8
2
&
S
g
o~ k- <
2 85 El
5 y 5 e
= ad
2 S Ca’ ke
8 8 5
w | B
= 38 a
~J
S
g
& =
2
° o g o 2o
| ) | ) s |
10 05 00 Q5 10 a5 00 05 1 Q 1
Theoretcd Quariles Theoretcd Quarniles Theoretcd Quantles
gitud_palpo_ sp¢ I _palpo_} ilar: spt
& - ° ° o - ° °
s =l
&
o a4
o
7 . §
2] 5
a3
-
2 2
2 A
e T4
a | S
=l
@ o o Tl
o o
| sl T e o] |
10 05 00 a5 10 10 05 00 a5 10
Theorefics Quantles Theorefics Quertles

71



Sanpe Quarties

Sangle Quarties

a0 a5
1

a5

an

75

o

10 05

°

longitud_total: sp1

a0 a5 10
Theoreficd Quariles

longitud_total: sp4

10 05 00 45 10
Theoretics Quaniles

Sanpe Quarties

Sanple Quarties

605

100

a5

a0

as

615

6.10

600

longitud_total: sp2

°
°
|y )
a5 a0 as

Theoreticd Quarntles

longitud_total: sp5

o o o

10 05 00 as
Theoretcsd Quarniles

72

°

°

10

Sanpe Quarties

1"s

125

120

"o

longitud_total: sp3
°



ANEXO F.

Figura 17. Boxplots del set completo de datos morfométricos. Los puntos de colores
sobrepuestos muestran los individuos de cada localidad.
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ANEXO G. Geles de electroforesis del gen COIl y wingless.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

750 pb

750 pb

Figura 18. Gel de agarosa al 1% de muestras amplificadas para el gen COl. Carriles: 1y 15 =
escalera 1kb DNA Ladder (Promega); 2 = CC02, 3 = CC03, 4 = CC26, 5=CC27, 6 = VAQ6, 7 =
VAO07, 8= VA0S, 9 = VA10, 10 = BP15, 11 = BP16, 12 = BP17, 13 = control negativo, 16 =
ER02, 17 = ER03, 18 = ER26, 19 = ER32, 20 = LA5, 21 = LA18, 22 = LA30, 23=RH8, 24 =
RH13, 25 = RH24 y 26 = control negativo.
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500 pb
400 pb
300 pb

50 pb

Figura 19. Gel de agarosa al 2% de muestras amplificadas para el gen wingless. Carril 1 =
escalera Perfect DNA™ 50pb Ladder (Novagen); 3 = CC26, 5 = ER32, 7= CC26(1),9 =
CC26(2), 11 = CC26%*, 12 = control negativo.

85



500 pb
400 pb

300 pb

50 pb

Figura 20. Gel de agarosa al 2% de muestras amplificadas para el gen wingless luego de haber
realizado el band stab. Carril 1 = escalera Perfect DNA™ 50pb Ladder (Novagen); 2 = CC26, 3 =
CC26,4 =CC26*, 5=ER32, 6 = ER32(2) y 7 = control negativo.
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750 pb

Figura 21. Gel de agarosa al 1% de muestras amplificadas para el gen COIl y wingless con
temperatura de anillamiento 51-52 °C. Carril 1 = escalera 1kb DNA Ladder (Promega); 2 = CC02,
3 =CC02, 4 =CC02, 5 = control negativo COI, 6 = CC02y 7 = CC02, 8 = CC02 y 9 = control
negativo wg.

1 kpb

250 pb

Figura 22. Gel de agarosa al 1% de muestras amplificadas para el gen wingless con el protocolo
de touchdown PCR. Carril 1 = escalera 1kb DNA Ladder (Promega); 2 = CC27,3 = BP15, 4 =
ER32, 5 = VA0, 6 = control negativo.
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ANEXO H. Reconstrucciones filogenéticas con valores de soporte de nodos.

KP121591 Photinus texanus
EU009306 Photinus floridanus

HM433337 Photinus cooki
KP121610 Photinus immaculatus
MGO062244 Photinus sp
JF888957 Photinus marginellus
KP121611 Photinus sabulosus
KP121601 Photinus curtatus

KX909936 Photinus interdius
— KP121614 Photinus scintillans

L EU009312 Photinus punctulatus
KP121580 Photinus dimissus
‘HM433354 Photinus sp

KP121592 Photinus stellaris
KP121628 Photinus umbratus
KP121583 Photinus sp
MKG635290 Photinus obscurellus
MKG635288 Photinus carolinus

KP121606 Photinus ardens
KP121587 Photinus consimilis
EU009298 Photinus australis

|04 / 98]
60.7 /40
991 1 100
100/ 100§
=
(24.3 / 26/

(547 39]

KP121597 Photinus tenuicinctus
{24/ 0d]

KP121571 Photinus granulatus

KP121612 Photinus knulli
KP121596 Photinus aquilonius
MK635225 Photinus ignitus
MG054195 Photinus indictus
MK635155 Photinus macdermotti
HM374451 Photinus sp

KP121626 Photinus greeni
KP121621 Photinus consanguineus
— KP121625 Photinus collustrans

[GA.4/32]

Lol L EU009315 Photinus tanytoxis
KP121607.1 Ellychnia megista
— KP121570.1 Ellychnia californica
RN

Align VA0O7 COI consensus sequence
Align VA08 COI consensus sequence
Align VA06 COI consensus sequence
Align VA10 COI consensus sequence
KP121573 Photinus concisus
HM433332 Photinus pyralis
KP121572 Phatinus sp

Align RH24 COI consensus sequence
Align RH13 COI consensus sequence
Align RH8 COI consensus sequence

Figura 23. Reconstruccion filogenética con método ML. El soporte de los nodos se muestra con
los valores de SH-aLRT/UFB.
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T
{00l
oo otinus texanus
& (ol EU009306 Photinus floridanus
| HM433337 Photinus cooki
KP121610 Photinus immaculatus
m, mm— KP121601 Photinus curtatus
mm— KP121611 Photinus sabulosus
gm— MG062244 Photinus sp
nm—— JF888957 Photinus marginellus
T} KP121592 Photinus stellaris
g KP121614 Photinus scintillans
_ EU009312 Photinus punctulatus
o KP121580 Photinus dimissus
(iod — HM433354 Photinus sp
sa— KP121628 Photinus umbratus
o a— KP121583 Photinus sp
ma— MK635290 Photinus obscurellus
MK635288 Photinus carolinus
ol tm— KP121606 Photinus ardens
KP121537 Photinus consimilis
o] KX909936 Photinus interdius
g KP121597 Photinus tenuicinctus
= L——KP121571 Photinus granulatus
1 Align VA07 COI consensus sequence
tAlign VA08 COI consensus sequence
| Align VAD6 COI consensus sequence
ma—1Align VA10 COI consensus sequence
——m——— KP121572 Photinus sp
G KP121573 Photinus concisus
— HM433332 Photinus pyralis
ma—Align RH24 COI consensus sequence
i) o Align RH13 COI consensus sequence
- = G Align RH8 COI consensus sequence

G EU009298 Photinus australis

KP121607 1 Ellychnia megista
KP121570 1 Ellychnia californica
KP121625 Photinus collustrans
EU009315 Photinus tanytoxis
KP121612 Photinus knulli
KP121596 Photinus aquilonius
MK635225 Photinus ignitus
MGO054195 Photinus indictus
MK635155 Photinus macdermotti
KP121626 Photinus greeni
KP121621 Photinus consanguineus
HM374451 Photinus sp

Figura 24. Reconstruccion filogenética con método bayesiano. El soporte de los nodos se muestra
con los valores de probabilidad posterior (PP).
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