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Resumen

La migracion es el movimiento de un lugar a otro en la busqueda de condiciones
mas favorables. Las alas de los animales migratorios voladores son el rasgo
principal involucrado en el movimiento y su forma ha sido documentada entre
especies migratorias y no migratorias. La mariposa de la tarde, Vannesa carye
(HUber 1812) que presenta una extensa distribucion en América del Sur, ha sido
observada volando en el Altiplano chileno desde la costa hasta las montafas,
desde los 0 a los 5200 msnm. Sin embargo, poco se conoce sobre las
adaptaciones de V. carye a los gradientes altitudinales, por lo que el amplio rango
latitudinal y altitudinal junto con las diferentes condiciones climaticas hacen a esta
especie un sujeto interesante para estudios migratorios y adaptativos. La
presente tesis determind la diversidad genética y estructuracién poblacional de
esta especie usando el marcador molecular COIl en los diferentes rangos
altitudinales de V. carye en el Altiplano Chileno y en el Desierto de Atacama. Se
usé morfometria geométrica para determinar la presencia de morfotipos de la
forma alar asociados a la altitud y geografia, para esto se utilizaron 16 landmarks
en el ala anterior y 15 en el ala posterior. Los principales resultados de la presente
tesis indican que la baja variabilidad de la forma alar (diferencias sutiles) junto
con la baja estructuracién genética son indicios de un posible comportamiento
migratorio para esta especie y se proponen dos posibles rutas migratorias. Este
es el primer trabajo que use morfometria geométrica para evaluar la forma alar

de wuna mariposa nominalmente migratoria, sin embargo, estudios



complementarios hacen falta para confirmar el comportamiento migratorio de

esta especie.



Abstract

Migration is the movement from a place to other in searching for more favorable
conditions. Wings of flying migratory animals are the principal trait involved in
movement, and their shape has been documented to change between migratory
and non-migratory species. The Western Painted Lady butterfly, Vanessa carye
(Huber, 1812), in addition to presenting an extensive distribution in South
America, has been observed flying in the Chilean Altiplano from the coast to the
highlands, from 0 to 5200 masl. However, little is known about the adaptations of
V. carye to elevational gradients, so the V. carye’s wide latitudinal and altitudinal
range coupled with the different climatic conditions make this species an
interesting subject for migration and adaptation studies. In this thesis the genetic
diversity and population structure of this species were determinate by using COI
molecular marker at different elevational ranges in the Chilean Altiplano and
Atacama Desert. To determinate the presence of morphotypes of wing shape
associated with altitude and geography geometric morphometric was used, 16
landmarks for forewing and 15 for hindwing were used. The main results of this
thesis indicate low wing shape variability (subtle differences) with low genetic
structure are signs of a probable migratory behavior for this species and two
possible migratory routes are proposed. This is the first research that uses

geometric morphometry to evaluate the wing shape of a nominal migratory

Xi



butterfly, however, complementary studies are needed to confirm the migratory

behavior of this specie.
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1 INTRODUCCION

Los insectos tienen distintos roles ecologicos fundamentales para el ecosistema,
estan involucrados en relaciones tréficas, polinizacion, ciclo de nutrientes, en la
salud del ecosistema entre otras funciones ecoldgicas (Altmann & Claros 2015).
A nivel global, los insectos son el grupo de animales mas diversos, corresponden
a mas del 50% de la biodiversidad global (Gullan & Cranston, 2015). A pesar de
su gran diversidad y su importancia pocos grupos han sido estudiados y, por
ende, su importancia ecoldgica aun es poco conocida, asi como sus rasgos
evolutivos. El orden mas diverso de insectos es Coleoptera seguido de

Lepidoptera (Garcia-Robledo et al., 2020; Stork, 2018; Zhang, 2011).

Los insectos se desplazan por variados propésitos (Dingle & Drake, 2007),
busqueda de alimento, con fines reproductivos, para explorar y colonizar, incluso
para migrar (Chapman et al., 2015). La migracién en insectos ha recibido poca
atencion, este comportamiento ha sido mejor abordada en aves, mamiferos y
peces por las facilidades metodolégicas (Alerstam et al., 2003; Dingle & Drake,

2007).

Dingle & Drake (2007) mencionan que la palabra migracion puede referirse a
distintos conceptos, pero siempre referido al movimiento de un organismo o

poblacidén de un lugar a otro distinto en busca de condiciones mas favorables.



Los mismos autores clasifican distintos tipos de migracion dependiendo del
enfoque de la misma, asimismo una especie puede ser migrante obligatorio o
facultativo; en el aspecto temporal pueden ser estacional o irruptivo; en cuanto a
escala espacial la migracion se puede clasificar como: to-and-fro (vaivén), round-
trip (ida y retorno) o unidireccional. Cabe aclarar que la presente tesis se estara
refirendo a la migracién de ida y retorno (Round-trip), este se refiere al
desplazamiento de organismos donde se retorna al sitio reproductivo pasando
por distintas zonas de descanso, por lo general, por una ruta seleccionada

(fenotipo extendido).

Los organismos migrantes tienen adaptaciones morfolégicas vy fisiolégicas que
les permiten llevar a cabo la migracion (Alerstam et al., 2003; McNeil, 2011;
Weber & Hedenstrom, 2001). En el caso de migrantes voladores, las alas se
someten a seleccion natural y solo las mas o6ptimas son heredadas por las
siguientes generaciones (Alvial et al., 2019; Huang et al., 2020; Neto et al., 2013).
Es fundamental que la interaccion del ala con la masa de aire permita al
organismo volar grandes distancias, tener un vuelo eficiente y menos costoso
energéticamente (Landell-mills, 2021; Thomas et al., 2004), lo que esta asociado
a un alta carga alar (relacion entre area alar y masa corporal) en especies
migratorias (Altizer & Davis, 2010; Flockhart et al., 2017), caracteristica que
permite vuelos a largas distancias (Le Roy et al.,, 2019). Aquellas alas que
permitan esto seran las heredadas en poblaciones migratorias, como se
mencionara mas adelante. Sin embargo, existen variabilidad en la forma de las

2



alas en poblaciones migratorias y sedentarias de una misma especie (Huang et
al., 2020; Outomuro & Johansson, 2019; Suarez-Tovar & Sarmiento, 2016), por
lo tanto, la interaccion con el flujo del aire es distinta en ambas poblaciones, por
lo que el tipo de ala define la capacidad de vuelo y dispersion (Le Roy et al., 2019;
Wang & Clarke, 2015). En la mariposa monarca, Danaus plexippus (Lepidoptera;
Nymphalidae), los periodos migratorios actian como episodios de seleccién para

la morfologia de las alas (Flockhart et al., 2017).

Ciertos eventos ambientales desencadenan el comportamiento migratorio en
organismos que han desarrollado adaptaciones fisiolégicas necesarias para
migrar, como son: inhibicion a ciertas respuestas fisioldgicas (inhibicion de
madurez, reproduccién, alimentacion), respuesta a cambios ambientales (cambio
en condiciones climaticas, fotoperiodo, magnetismo) (Akesson et al., 2001;
Susanne Akesson & Hedenstrém, 2007; Alerstam et al., 2003; Guerra et al., 2014;

Muheim et al., 2003), entre otros.

Los insectos ocupan distintas estrategias para migrar: dejarse llevar a la deriva
por el viento o por corrientes de agua, usar el viento a favor del vuelo, entre otras
que pueden variar de acuerdo al organismo (Chapman et al., 2015). Los
principales érdenes de insectos que usan el vuelo para migrar son: Odonata,
Orthoptera y Lepidoptera (Chapman et al., 2015). Los representantes migratorios
de estos grupos de insectos usan los vientos para aumentar su velocidad, son

capaces de volar a contra viento, en ocasiones para corregir la direccion del vuelo



(Srygley & Dudley, 2008). Para alcanzar mayor velocidad, y disminuir el uso de
recursos energeéticos, los insectos alcanzan altas alturas donde las corrientes de
aire son mas intensas incrementando la velocidad del vuelo si coincide con la
direccién deseada por el insecto (Chapman et al., 2010). Sin embargo, esto tiene
una desventaja, si el viento alcanza demasiada velocidad el insecto podria no ser

capaz de corregir su direccion (Chapman et al., 2015).

Los insectos son capaces de resistir condiciones adversas gracias a la diapausa,
por este motivo Chapman et al. (2015) proponen que la migracién debe beneficiar
de alguna forma a los insectos. Algunos de los beneficios mencionados son:
mayor tasa de reproduccion por afio (Chapman et al., 2012), menor riesgo de
mortalidad por depredadores, parasitos y patdégenos (Altizer et al., 2011). Por
ejemplo, las poblaciones de la mariposa monarca que no migran tienen mayor
tasa de infecciones por el patégeno Ophryocystis elektroscirrha, en comparacion

a aquellas poblaciones migratorias (Altizer et al., 2000).

Las alas de animales migratorios cumplen un rol fundamental en el
desplazamiento, pues cuentan con adaptaciones que facilitan la migracion. Las
alas de aves migratorias son mas grandes, alargadas y puntiagudas en
comparacion a especies sedentarias o con bajo rango de migracion/dispersion
(Lockwood et al., 1998). Esta diferencia morfologica se puede observar dentro de
una misma especie con poblaciones migrantes y no migrantes (Lockwood et al.,

1998). Este patron también es observado en insectos migratorios, la forma de las



alas en odonatos es distinta en especies migratorias (Johansson et al., 2009).
Libélulas migratorias poseen alas mas alargadas y angostas con la region anal y
cubital mas grandes que aquellas no migratorias (Huang et al., 2020), esta
variacion morfologica les proporciona un menor gasto energético (Suarez-Tovar
& Sarmiento, 2016); por ejemplo, las poblaciones de Pantala flavescens
(Odonata: Libellulidae) que no migran tienen alas anteriores mas pequefas en

comparacion a poblaciones migratorias (Alvial et al., 2019).

Las mariposas migratorias poseen alas anteriores de mayor tamafio en
comparacién a mariposas que no migran (Chowdhury et al., 2021; Johnson,
1963). En la mariposa monarca las poblaciones migratorias poseen alas mas
grandes y alargadas en comparacion con aguellas poblaciones no migratorias,
presentando alas mas redondeadas (Altizer & Davis, 2010). Mariposas con alas
de mayor tamafio y mas alargadas son capaces de realizar vuelos mas largos,
los que les permite abarcar mayor distancia (Flockhart et al., 2017). La forma ala
en animales migratorios les permite ser mas aerodinamicos y tener un menor
gasto energético para poder recorrer largas distancias. Una baja carga alar
(razén entre masa corporal y area alar) estd asociado a la migracion, los
individuos con alas mas grandes presentan menor carga alar lo que beneficia la

migracion (Flockhart et al., 2017)

Existen pocos trabajos que investiguen la forma de las alas en mariposas

migratorias. Para la mariposa monarca, por ejemplo, solo se ha evaluado las alas



con morfometria tradicional, midiendo la relacién entre el largo y ancho para
calcular la relacion de aspecto (largo dividido en ancho), gracias a esto se sabe
gue las mariposas migratorias presentan alas de mayor tamafio (Altizer & Davis,
2010; Flockhart et al., 2017); sin embargo, no se ha evaluado la forma con

morfometria geométrica.

La morfometria geométrica es una herramienta sensible que ha aumentado su
uso y esta en constante actualizacion, es capaz de resolver problematicas cada
vez mas complejas a través del analisis de la forma (Villalobos-Leiva & Benitez,
2020). En morfometria geométrica el concepto de “forma” (Shape) se define
como “toda informacion geométrica que resulta de retirar los efectos de la
posicion, escala y rotacion” (Kendall, 1977),La morfometria geométrica entrega
datos visuales e intuitivos en coordenadas cartesianas, a diferencia de la
morfologia tradicional que entrega tablas y graficos menos intuitivos y que rara
vez mantienen las relaciones geométrica y es muy dependiente del tamafio de
los individuos (Benitez & Piuschel, 2014; Villalobos-Leiva & Benitez, 2020). Entre
las ventajas que presenta la morfometria geométrica destacan que entrega una
descripcion precisa de las formas y permite visualizar las diferencias entre
morfotipos (Benitez & Puschel, 2014) sustentado bajo una robusta base
matematica (Villalobos-Leiva & Benitez, 2020), elimina variables como la escala,
traslacion y rotacion (Klingenberg, 2010) usando la superposicion de Procrustes
(Klingenberg, 2015) de esta forma se genera un mejor aprovechamiento de la

forma geométrica (Benitez & Puschel, 2014).



La morfometria geométrica al analiza la forma de los organismos, entrega
informacion biologica como adaptaciones a presiones ambientales, muestra las
diferencias entre poblaciones, entre otras variaciones morfologicas. Ademas
entrega una mejor interpretacion biolégica en distintos ambitos ecoldgicos y
evolutivos (Adams & Rohlf, 2000). La forma es obtenido utilizando hitos o
landmarks en puntos homélogos e informativos, estos puntos deben estar bien
definidos, en otras palabras, la forma esta definida de la relacién espacial entre

los puntos escogidos (Toro-Ibacache et al., 2010).

Los estudios de morfometria geométrica publicados en mariposas responden a
preguntas poblacionales (Taylor-Cox et al., 2020; Wells et al., 2018), como son
los efectos del medio sobre la forma alar de los individuos (Bai et al., 2015) e
incluso la variabilidad morfométrica a distintas latitudes (Sanzana et al., 2013),
adaptaciones a un nuevo lugar en especies invasivas con enfoque en sus alas,
pero no enfocados en la migracion como tal. Para Speyeria diana (Lepidoptera:
Nymphalidae) se evalu6 el dimorfismo sexual y diferencia poblacional altitudinal
con morfometria geométrica (Wells et al., 2018). Para Pararge aegeria
(Lepidoptera: Nymphalidae) se determiné diferencias poblacionales y se
menciona que las alas mas redondeadas permiten mayor dispersion (Taylor-Cox
et al., 2020); sin embargo, una mayor dispersién no es sinébnimo de migracion,
principalmente porque la migracion round-trip requiere una gran cantidad de

adaptaciones para llevarse a cabo (Dingle & Drake, 2007).



El género Vanessa (Lepidoptera; Nymphalidae) es cosmopolita, excluyendo la
Antarctica, cuenta con 22 especies reconocidas (Wahlberg & Rubinoff, 2011). En
este género se encuentran insectos vagiles y con distribucién restringida. Seis
especies tienen rango de distribucion que abarca varios miles de kilometros (V.
atalanta, V. cardui, V. carye, V. indica, V. itea y V. virginiensis) y las 16 restantes
tienen distribucion restringida. Al ser un género con pocas especies y distribucion
global es posible trabajar con el total de los integrantes, por esto mismo, este
género ha sido sujeto de varios estudios adaptativos, evolutivos (Abbasi &
Marcus, 2015; Saphiro & Geiger, 1989; Wahlberg & Rubinoff, 2011) y migratorios

(Nesbit et al., 2009; Stefanescu et al., 2016, 2021; Talavera & Vila, 2017).

Dentro del género se puede destacar a Vanessa cardui (Linnaeus, 1758) como
una especie migratoria intercontinental que recorre desde las Islas Atlanticas del
norte hasta el norte de Africa atravesando Europa, el Mar Mediterraneo vy el
Desierto del Sahara (Stefanescu et al., 2016; Suchan et al., 2019; Talavera &
Vila, 2017; Wahlberg & Rubinoff, 2011). Tiene una de las distribuciones mas
extensas entre los animales terrestres (Shields, 1992). Un individuo puede volar
mas de 4000 km (Talavera & Vila, 2017), incluso puede volar a contraviento
(Stefanescu et al., 2016), en invierno, cuando no puede hibernar, puede volar
hasta 1000 km a areas de reproduccién cercanas (Wahlberg & Rubinoff, 2011).
V. cardui ha sido una de las especies de mariposas migratoria mas estudiada,
puede recorrer 15000 km en un afio (Migracion round-trip) y en seis generaciones
(Chapman et al., 2015; Nesbit et al., 2009; Stefanescu et al., 2013). La posicion
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del sol es una de las sefiales que usa para guiarse en su trayecto (Chapman et
al., 2015; Nesbit et al., 2009; Stefanescu et al., 2013). Talavera & Vila (2017)
observaron polimorfismo en adultos y larvas, ademas de diferencias de
comportamiento en individuos migratorios y sedentarios de distintas localidades.
Los mismos autores mencionan que los individuos migratorios son mas activos
en cumbres de colinas al final de las tardes. Vanessa atalanta es otra especie
migratoria que migra entre Europa y el norte de Africa. Presenta migracion
latitudinal (Mikkola, 2003; Stefanescu, 2001) y posiblemente migracion altitudinal,

se estima que puede volar hasta los 3000m de altitud (Mikkola, 2003).

Entre los rasgos caracteristicos de los organismos migratorios se encuentra la
vagilidad, que es la capacidad de dispersién de un organismo. La vagilidad dentro
del género Vanessa evolucioné de forma paralela (Wahlberg & Rubinoff, 2011).
Especies vagiles tienen como especies hermanas a mariposas con distribucion
restringida: V. cardui tiene como especie hermana a V. kershawi, endémica de
Austria; V. atalanta es la especie hermana de V. tameamea, endémica de las
islas hawaianas (Abbasi & Marcus, 2015; Wahlberg & Rubinoff, 2011). Una
hipétesis aceptada es que las mariposas del género Vanessa tengan pre-
adaptaciones en su capacidad de vuelo y su esperanza de vida le permitieron
modificar su habito sedentario a un comportamiento migratorio, lo que favorecié

la especiacion (Talavera & Vila, 2017).

Chile cuenta con tres representantes del género, V. terpsichore y V. carye y se



reportd por primera vez en Chile la presencia de V. braziliensis en Socoroma a
3300 msnm en el afio 2012 (Vargas, 2013). V. terpsichore se distribuye desde
Coquimbo a Magallanes. En cambio, V. carye tiene una distribucién muy amplia
gue abarca desde Venezuela a la Patagonia incluyendo islas oceénicas chilenas,
se estima que esta podria ser migratoria. V. carye se ha observado desde los 0
hasta los 5200 msnm (Benitez et al., 2019), correspondiendo al altiplano chileno.
Se desconocen los mecanismos que le permiten habitar en este amplio gradiente
altitudinal, considerando la baja presion parcial de oxigeno propia de elevaciones
a gran altura, y la diversidad climatica, no solo del altiplano, sino que, de todo su
rango de distribucion, pareciera que vuela sin mayores dificultades. V. carye es
una mariposa emblematica con colores muy llamativos, contradictoriamente son
muy escasos los trabajos enfocados en esta mariposa. Se desconoce mucho de
su biologia, si es migratoria 0 no. Si bien ha sido incluida en estudios evolutivos,
no se ha explicado ni documentado su historia natural. Esta mariposa junto a su
especie hermana (V. annabella) forman el clado que sostiene la filogenia del
género Vanessa (Wahlberg & Rubinoff, 2011). V. annabella es poco vagil y se
distribuye en Norteamérica. Se estima que el ancestro comun de estas dos

especies existio en el Plioceno (2-4 m.a.).

Parte de la distribucion de Vanessa carye abarca la cordillera de los Andes y el
Altiplano chileno. La cordillera de los Andes se form6 en distintos periodos
geograficos, cada region tiene su propia historia geogréfica (Gregory-Wodzicki,
2000). En el Andes central se encuentra el Altiplano o Puna, que es una meseta
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extensa de gran altitud, cuya media es 3700m de altura, pero posee montafas
gue alcanzan entre los 5000m a 6000m de elevacion (Strecker et al., 2007).
Abarca Perq, Bolivia, Chile y Argentina (Strecker et al., 2007). La compresion del
altiplano empez6 en el Oligoceno, hace unos 25-26 millones de afios, se estima
gue la mitad de su elevacién actual se alcanz6 hace unos 10 millones de afios
(Gregory-Wodzicki, 2000) y en el Mioceno alcanza su elevacion actual (Garzione
et al., 2017). El altiplano chileno corresponde a una estrecha linea en el noroeste
del pais desde los 17°30’ S a los 27°S. Esta area se caracteriza por su clima arido
y seco e inviernos frios, de forma estocastica pueden llegar ser inviernos
extremadamente frios, lo que hace que la vegetacion sea casi exclusivamente
esteparia (Vila, 2010). El altiplano ha sido influenciado por la orogénesis andina,
volcanismos y glaciaciones del Pleistoceno (Strecker et al., 2007; Trumbull et al.,
2006; Vila, 2010), méas la variacion climatica y aislamiento geogréafico ha
condicionado la biodiversidad presente. Estas caracteristicas convierten al
altiplano un lugar interesante para realizar estudios filogeograficos, de adaptacion
y mecanismos evolutivos. Los estudios existentes mayoritariamente se han
realizado en vertebrados (Correa et al., 2010; Cruz-Jofré et al., 2016; Palma et

al., 2005; Gallardo et al., 2011; Victoriano et al., 2015)

El altiplano posee barreras geograficas naturales que han propiciado el
aislamiento geografico de poblaciones, en consecuencia, el flujo génico se ve
reducido. Esta reduccion en el flujo génico puede llevar a eventos de especiacion
(Palma et al., 2005;Vila et al., 2013). Por otro lado, el aislamiento tiende a formar
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poblaciones con distintos niveles de estructuracion y, en consecuencia, la
presencia de distintos linajes y la presencia de haplotipos propios de cada
localidad (Correa et al., 2010; Eduardo Palma et al., 2005; Rivera et al., 2016). El
Altiplano ha cumplido roles importantes en la diversificacion de géneros, sin
embargo, estos eventos de diversificacion no siempre estan relacionado
directamente con el levantamiento altiplanico (Spotorno et al., 2001). Debido a
las barreras creadas el desplazamiento de los organismos se ve limitado frente a
un cambio climatico o alguna otra adversidad. Algunos ejemplos de esto son: 1)
en el género Psectrascelis (Coleoptera: Tenebrionidae) que cuenta con dos
clados separados por un determinado gradiente altitudinal, esta separaciéon fue
provocada por la eliminacién de corredores en un evento de cambio climatico,
evento sucedido posterior a la elevacion actual del altiplano (Zufiga-Reinoso et
al., 2020). 2) La hormiga Atta cephalotes (Hymenoptera; Formicidae) cuenta con
poblaciones aisladas debido al levantamiento andino que actu6é como barrera
geografica reduciendo el flujo génico (Mufioz-Valencia et al., 2022). 3) El género
de peces Orestias (Cyprinodontiformes) tiene varias especies que habitan lagos
y rios aislados unos de otros debido a la historia geografica del altiplano, esto
parece explicar la variaciones morfoldgicas de la forma de la cabeza de las
distintas especies (Rojas et al.,, 2020). 4) La rana Rinella spinulosa (Anaura,
Bufunidae) tiene diferencias genéticas que estan ligadas a las condiciones
hidricas de las diferentes localidades de su distribucion (Gallardo et al., 2011).

Incluso animales voladores se ven afectados por las barreras geograficas y
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ambientales causadas por el gradiente altitudinal del altiplano como ocurre con
el condor andino Vultur gryphos (Aves; Cathartiformes) que a pesar de su amplia
distribucion y gran vagilidad la poblacién no es panmixicay la estructura genética
muestra diferencias entre poblaciones norte y sur de su distribucién (Padré et al.,

2018).

El aislamiento por si solo no es suficiente para generar una presion selectiva. Las
caracteristicas del paisaje también tienen un rol fundamental en la variabilidad
genética en especies presente en el Altiplano (Gallardo et al., 2011). Por lo tanto,
los organismos presentes en el Altiplano tienen distintas adaptaciones
fisiologicas y morfologicas que les permiten habitar a diferentes gradientes
altitudinales. Las condiciones bidticas y abibdticas cambian con el incremento del
gradiente altitudinal. En general, a mayor elevacién mayor radiacion, menor
disponibilidad de oxigeno, mas precipitaciones, mayor velocidad del viento, entre
otros que promueven cambios ambientales dependientes de las condiciones del

terreno (Hodkinson, 2005).

El amplio rango latitudinal y altitudinal, mas las diferentes condiciones climaticas
a las que V. carye se somete la hacen un buen sujeto de estudios migratorios y
adaptativos. Los estudios de mariposas en Chile son escasos, y menos los que
incluyen aspectos migratorios; y tampoco hay estudios que evaluen la forma alar
de mariposas a pesar que este rasgo es fundamental para el vuelo y la migracion.

Estudiar las adaptaciones morfolégicas de la forma alar y la estructuracion
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poblacional ayudaran a entender mejor su historia evolutiva y proponer los
primeros indicios que puedan confirmar si es una especie migratoria. En este
contexto, este seria el primer estudio en dar indicios de una posible migraciéon
para V. carye y en evaluar la migracion en mariposas utilizando morfometria

geomeétrica.
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2 HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipdtesis
Vanessa carye posee baja diferenciacion poblacional a nivel genético y

morfologico, asociado con el gradiente altitudinal del altiplano chileno (0-5200

msnm).

2.1.1 Predicciones:

¢ Dado que Vanessa carye ha sido descrita como una mariposa migratoria,
el flujo génico deberia ser alto.

e La forma alar de Vanessa carye no presentaria diferencias morfométricas
significativas a distintos niveles altitudinales del altiplano chileno y por

tanto corresponderia a una sola unidad poblacional.

2.2 Obijetivo general

Determinar la estructura genética-morfoldégica de Vanessa carye en su rango

altitudinal en el Altiplano chileno.

2.2.1 Obijetivos especificos:

Caracterizar la forma geométrica alar de V. carye a diferentes gradientes
altitudinales en el altiplano chileno (0-5200msnm) utilizando herramientas de

morfometria geométrica.

Evaluar presencia de estructuraciéon poblacional y patrones de diversidad

genética de V. carye en el altiplano chileno.
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3 METODOLOGIA

3.1 Muestreo

Se colectaron ejemplares de Vanessa carye en 18 localidades del norte de Chile,
la Regién de Arica y Parinacota y la Regién de Tarapaca (17°30’S a 24°S) (Tabla
1, Fig. 1). La captura de individuos se realiz6 con redes entomoldgicas en los
periodos de marzo-abril del 2018; marzo-junio del 2019; mayo del 2021. Los sitios
de colecta fueron agrupados acorde la elevacion y categoria geografica (Tabla 1)
para estudiar el efecto de la altitud y geografia sobre la morfometria geométrica
de las alas y la diversidad genética. Para la categoria de elevacion se decidi6
utilizar distintos rangos de altura con la finalidad de observar si la forma alar se
va modificando a medida que aumenta la altitud. Para la clasificacion geografica
se consideraron como Planicie las localidades hasta los 1500msnm, como
Altiplano localidades hasta los 4535msnm y Alta Montafia hasta los 5200msnm.
El grupo Planicie incluye localidades que no son parte del Altiplano Chileno, el
grupo Altiplano incluye localidades que corresponde al Altiplano per se. Se
agruparon las localidades mas altas como Alta Montafia debido a las diferencias

ambientales documentadas a esas altitudes.

A los ejemplares colectados se les extrajo las alas, estas fueron extendidas y
montadas en placas de vidrios para analisis de morfometria geomeétrica,

posteriormente fueron fotografiadas con una camara Sony A6000 con un lente de
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60mm macro, ventral y dorsalmente. El cuerpo de los individuos fue depositado

en etanol de 70° almacenado a -20°C para posterior extraccion de ADN.

Tabla 1: Localidades de colecta y su clasificacion por altitud y geografia (A: 0-1000, B: 1001-

1500, C: 1501-2500, D: 2501-3500, E: 3501-4535 and F: 4536-5500 metros sobre el nivel del

mar) y clasificacién geografica (Planicie: Plai, Altiplano: Alti, Alta montafia: Mont).

Region Localidad Altitud (msnm) Clasificacién Clasificacion
de altitud geogréfica

Arica y Parinacota | Azapa 270 A Plai
Codpa 1865 C Alti
Timar 2365 C Alti
Socoroma 3073 D Alti
Ticnamar 3250 D Alti
Belén 3267 D Alti
Chapiquifia 3311-3365 D Alti
Murmutani 3535 E Alti
Putre 3544-4000 E Alti
Misitune 4500 F Mont
Lago Chungara 4535 F Mont
Laguna Sorapata 5200 F Mont

Tarapaca Iquique 0-110 A Plai
Huara 1100 B Plai
Tarapaca 1397 B Plai
Chusmiza 3279 D Alti
Quebrada Copaquilla 3350 D Alti
Enquelga 3943 E Alti
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Figura 1. Puntos de colecta de Vanessa carye, A) Mapa con vista general de las localidades
estudiadas. B) ampliacién de un sector del altiplano de las localidades estudiadas. (Puna province

= Altiplano; Atacaman province= Provincia de Atacama o Desierto de Atacama)

3.2 Andlisis filogeoqréaficos

3.2.1 Extraccion del ADN, amplificacion y secuenciacion del gen mitocondrial
COl
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Las patas de las mariposas fueron usadas para extraer la muestra de ADN
usando el método Salting-out (Joweet, 1986). EI gen mitocondrial, Citocromo
oxidasa | (COl), fue amplificado en un total de 30 pl de mezcla para PCR, esta
mezcla contenia Buffer PCR 1x (200 mM Tris—HCL pH 8.4, 500 mM KCI), MgCI2
2 mM, dNTP's 0.16 mM, Fy R primers 0.1uM, Taqg ADN polimerasa (Invitrogen™)
0.03 U/ul y ADN 1 ng/ul. Las condiciones de la PCR fueron las siguientes: 45
segundos de alineamiento a 50°C, 30 segundos de extension a 72°C, y una
extension final de 10 minutos a 72°C. Los productos de la PCR fueron purificados
y fueron secuenciados bi-direccionalemente por Macrogen, Inc. usando un
secuenciador automético ABI3730x1. Las secuencias fueron editadas y

alineadas con la opcion ClustalW del software BioEdit v7.0,5 (Hall, 1999).

3.2.2 Andlisis de diversidad genética

La diversidad genética de las muestras fue caracterizada usando los siguientes
indices de diversidad de DnaSP (Librado & Rozas, 2009): Numero de sitios
polimorficos (S), Numero de haplotipos (K), diversidad haplotipica (Hd) y nimero
promedio de diferencias entre secuencias (PI). Una red de haplotipos Median
Joining (Bandelt et al., 1999) fue realizada con PopArt (Leigh & Bryant, 2015)
usando €=0, finalmente se realiz6 un analisis de varianza molecular (AMOVA)
entre las poblaciones de las diferentes localidades con el software Arlequin v3.5

(Excoffier & Lischer, 2010)
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3.3 Morfometria geométrica

Para la morfometria geométrica alar se seleccionaron las alas izquierdas, tanto
anteriores como posteriores, en los casos que las alas no estaban en buenas
condiciones se ocup6 el ala derecha volteando la fotografia, esto asumiendo
simetria bilateral en los ejemplares colectados. Debido a que las cuatro alas
presentaban diferente nivel de dafio/desgaste no fue posible tener ambas alas

(anterior y posterior) para todos los individuos.

Con TPSDig2 ver. 2.30 se digitalizaron 16 landmarks en las alas anteriores y 15
en las alas posteriores, estos landmarks fueron colocados en intersecciones de
venas y los margenes alares en ambas alas en la vista ventral (Figura 2) debido
a que son puntos faciles de ubicar y homélogos en esta vista. Para cada set de
datos una nueva digitalizacion de landmarks fue realizada para determinar el
error de mediciéon (Arnqvist & Martensson, 1998; Fruciano, 2016). Al tener las
coordenadas 2D X Y del plano cartesiano para cada landmark se le aplicé un
analisis de superposicién de Procrustes en MorphoJ 1.07a (Klingenberg, 2011),
esto se hizo con el objetivo de remover propiedades geométricas que son
invariantes respecto a la variaciéon, como lo son: la rotacién, traslacion y escala
de tamafo, normalizando todas las muestras a una unidad de tamafio del
centroide (Rohlf & Slice, 1990). Posteriormente se analizo la variacion de la forma

con el andlisis de componente principal (PCA) basado en la matriz de covarianza
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de la forma individual. De manera de evaluar los cambios de la forma de forma
independiente por grupo se calcul6 la forma promedio en cada ala (anterior y
posterior). Para esto se calculo la matriz de covarianza del promedio por grupo y
sobre esta se realizaron los posteriores PCA del promedio de la forma. Se realizo
un analisis canodnico (CVA) para amplificar la variacion interespecifica de cada
grupo con el fin de determinar si existen diferencias a priori bajo un andlisis
discriminante. EI PCA y CVA mostraran si hay diferencia en la forma de las alas
a diferentes gradientes altitudinales. Se realizé una regresion multivariada para
determinar si el tamafio (tamafio de centroide) y la forma estan relacionados
(relaciones alométricas) Todos los analisis multivariados fueron realizados en

MorphoJ 1.07a (Klingenberg 2011).

Figura 2: Landmarks utilizados en las alas de Vanessa carye anteriores (lzquierda) y alas

posteriores (Derecha)
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4 RESULTADOS

4.1 Anélisis genéticos

Un total de 348 especimenes fueron secuenciados para el gen mitocondrial
Citocromo oxidasa | (COIl). La red de haplotipos para las localidades de V. carye
en el Altiplano chileno muestran una distribucién en forma de estrella (Fig. 3) con
un haplotipo central con uno a tres pasos mutacionales entre el resto de
haplotipos. Estos resultados sugieren que las localidades de V. carye presentes
en el Altiplano chileno son una sola poblacién y posiblemente presenten un alto
flujo génico. La diversidad haplotipica (Hd=0.306) concuerda con lo anterior
mostrando un solo haplogrupo (Tabla 2). El test de AMOVA muestra ausencia de

estructuracion filogeografica (AMOVA ©ST = 0.007, p > 0.05).
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Figura 3: Red de haplotipos usando el gen mitocondrial COIl segun las zonas de altitud del

Altiplano (Tabla 1).

Tabla 2. indices de diversidad

Marcador Tamafio de

. S
molecular secuencias (bp)

K Hd w

Col 636 20

20 0306 0.393

4.2 Morfometria geométrica

Se obtuvo un total de 222 alas anteriores y 201 alas posteriores, en la tabla 3 se

observa el total de alas analizadas por rango altitudinal.
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Tabla 3. Total de alas (anteriores y posteriores) utilizadas para los analisis de morfometria

geomeétrica por rango de altitud.

Rango altitudinal (msnm) | Cdédigo | Clasificacion Alas Alas
Geografica | anteriores | Posteriores

0-1000 A Plai 31 31
1001-1500 B Plai 40 33
1501-2500 C Alti 25 20
2501-3500 D Alti 61 54
3501-4500 E Alti 48 47
4501-5500 F Mont 17 16

4.3 Variacion por Rango altitudinal

En la figura 4 se observa que Las relaciones alométricas del tamafio (tamafio del
centroide) y la forma alar no estan relacionadas al no distinguirse ningun tipo de
agrupacion en la nube de puntos ni para las alas anteriores (Fig. 4A) ni para las
posteriores (Fig. 4B). El andlisis de componentes principales mostré que no hay
una diferenciacion clara en la forma para los grupos altitudinales (Fig. 5A). Los
tres primeros componentes principales explican el 62.472%
(PCA1+PCA2+PCA3; 33.247; 17.283; 11.943) de la variacion de la forma. Un
33% de variacion en el PC1 muestra una pequefia variacion para claras

diferencias en los grupos altitudinales lo que podria interpretarse como posibles
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morfotipos relacionados a la altitud a la que corresponde. Por otro lado, el PCA
por criterio de altitud para las alas posteriores (Fig. 5B) mostré que no hay una
diferenciacion clara en la forma. Los tres primeros componentes principales
explican el 63.668% (PCA1+PCA2+PCA3; 35.208; 17.538; 10.921) de la
variacion de la forma de las alas posteriores. Ademas, se encontré una alta
superposicion de los individuos siguiendo la misma variacion morfologica que las

alas anteriores.
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Figura 4: Regresion multivariada por criterio de altitud. A) alas anteriors, B) alas posteriores. Los
colores de los puntos representan el grupo altitudinal al cual corresponden (Rojo: Grupo A;

Naranja: Grupo B, Amarillo: Grupo C; Celeste Grupo D; Azul: Grupo E; Azul oscuro: Grupo F).
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Figura 5: Andlisis de componentes principales (PCA) para A) alas anterior y B) posterior acorde
a los grupos altitudinales. Los colores de los puntos representan el grupo altitudinal al cual
corresponden (Tabla 1). La grafica del medio corresponde a la red de haplotipos creada con el

gen COI que muestra que no hay estructuracion genética.

Se realizaron analisis de variables canonicas (CVA) para ambas alas para
visualizar mejor las posibles diferencias entre grupos. EI CVA para las alas

anteriores (Fig. 6A) muestra una distribucion de la forma donde el grupo A crea
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un grupo por si solo, pero es cercano al grupo B, esto es muy similar a lo que se
observa en el CVA de las alas posteriores (Fig. 6B). En ambos CVA el resto de

los grupos son parte de una misma configuracion.
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Figura 6: Analisis de variables canénicas (CVA) para alas A) anterior y B) posterior acorde a los
grupos altitudinales. Los colores de los puntos representan el grupo altitudinal al cual
corresponden (Rojo: Grupo A; Naranja: Grupo B, Amarillo: Grupo C; Celeste Grupo D; Azul: Grupo

E; Azul oscuro: Grupo F).

Para observar graficamente la diferenciacion de la forma del ala anterior se

realizd un PCA con el promedio de la forma (Fig. 7) donde se aprecia que la
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distribucion de la forma asociada a zonas de mayor altitud tiene morfologias
alares mas similares con una configuracion de landmarks con una tendencia a
una forma globular a medida que aumenta la altitud. Aunque estos cambios sean
sutiles se puede apreciar que entre mas cercano al nivel del mar (costa; grupo A)
el landmark 8 estira la forma resultando en una forma mas alargada que involucra
gran parte de los landmarks. Por el contrario, el landmark 16 pareciera ser el
responsable de la tendencia a la forma globular. EI PCA de la forma promedio
para el ala posterior (Fig. 8) se observa que el grupo F tiene la forma promedio
distinta al resto, mientras que los grupos C, D y E forman un grupo y los grupos
Ay B estan separados, tanto entre si como del resto de los grupos. En cuanto a
las formas alares se observa que entre mayor altitud la configuracion de la forma
tiende a ser mas englobada, aunque estos cambios son mas sutiles que lo
observado en las alas anteriores. El landmark 14 tiende a estirar la forma hacia
abajo afectando la configuraciéon de los landmarks y el landmark 7 tiene un efecto
sobre la forma estirandola hacia arriba, pero en los grupos C y D el landmark 7
no tiene movimiento y el landmark 14 acorta levemente la forma. En el grupo E
el landmark 15 es el que modifica la forma en vez del landmark 14. En el grupo
F los landmarks 10, 11 y 12 forma una linea recta en comparacién al resto de

grupos en los que estos puntos forman una linea levemente curva.
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Figura 7: Analisis de componentes principales de la forma promedio de las alas anteriores acorde
a grupo altitudinal. Los colores representan el grupo altitudinal al cual corresponden (Rojo: Grupo

A; Naranja: Grupo B, Amarillo: Grupo C; Celeste Grupo D; Azul: Grupo E; Azul oscuro: Grupo F).
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Figura 8: Analisis de componentes principales de la forma promedio de las alas posteriores
acorde a grupo altitudinal. Los colores representan el grupo altitudinal al cual corresponden (Rojo:
Grupo A; Naranja: Grupo B, Amarillo: Grupo C; Celeste Grupo D; Azul: Grupo E; Azul oscuro:

Grupo F).

4.4 Variacion por areas geoagréficas

Al realizar PCA por areas geograficas se observa una clara agrupaciéon de los
grupos morfologicos para las alas anteriores (Fig. 9A) como posteriores (Fig. 9B).
A pesar que los convex hulls se superponen es posible observar la desigualdad
morfolégica entre los grupos de Planicie y de Altiplano para ambas alas. El grupo
de Alta Montafia (color café en las figuras 9A y 9B) esta agrupado junto a los
otros dos grupos, pero con una forma independiente que podria sugerir diferentes

habilidades para el vuelo a altitudes mas altas.
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Figura 9: Analisis de componentes principales para A) ala anterior y B) ala posterior determinado
por las areas geogréaficas. El color de los puntos indica a que nivel geogréfico corresponden (Tabla

1): Azul: Planicie (1500m); Verde: Altiplano (4535m); Café: Alta Montafia (5200m)

El CVA elaborado con el criterio geografia para el ala anterior (Fig.10A) muestra
una agrupacion clara entre el altiplano y la alta montafia. En cuanto al grupo
Planicie se observa una separacion con la alta montafia, pero unido con el
altiplano. Esto se corresponde con la distribucion de los grupos altitudinales
donde el grupo Planicie corresponde a los grupos Ay B y estan separados de la
alta montafia que contiene al grupo F, y tanto en el CVA por geografia y en el
CVA por altitud estos grupos estan separados. EI CVA elaborado para las alas
posteriores (Fig. 10B) muestra que el grupo Alta Montafia se mezcla con el grupo

Altiplano y parte del grupo Planicie, mientras que los grupos Altiplano y Planicie
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estdn mezclados, esta tendencia se observa en las alas anteriores, pero con

mayor diferenciacion en las nubes de puntos.

Canonical variate 2
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Figura 10: Analisis de variables candnicas para A) ala anterior y B) ala posterior determinado por
las &reas geograficas. El color de los puntos indica a que nivel geogréafico corresponden (Tabla

1): Azul: Planicie (1500m); Verde: Altiplano (4535m); Café: Alta Montafia (5200m)

Al igual que para los grupos de altitud, se realizaron PCA de la forma promedio
acorde a las areas geogréficas para ambas alas. En el PCA de la forma promedio
usando la clasificacion geografica del ala anterior (Fig. 11) se aprecia una
diferenciacion clara entre los grupos Planicie (grupos Ay B), Altiplano (grupos C,
Dy E) y Alta Montafia (Grupo F) (Fig. 13A), esta diferencia coincide con los CVAs
ya mencionados. Como se observa en la Fig. 13A la forma alar del grupo Planicie

tiende a una forma mas alargada y la forma correspondiente al grupo Alta
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Montafa tiende a una configuracién de landmarks mas globular, al igual a lo
observado con los grupos por altitud. El landmark 8 va alargando la forma
mientras se acerca a la forma del grupo Planicie y el landmark 16 provoca la
forma globular de Alta Montafia, ademas se puede apreciar un leve efecto del
landmark 12 en la configuracion de la forma alar. Mientras que, el PCA de la
forma promedio para las alas posteriores (Fig. 12) muestra una agrupacion entre
la forma alar de los grupos Planicie y Altiplano, pero la forma promedio del grupo
Alta Montafa tiene una distribucion distinta en el PCA, esto coincide con la
distribucion de la forma en el PCA promedio por altitud donde los grupos A, B, C,
Dy E se podrian considerar un gran grupo separado del grupo F correspondiente
a al grupo Alta Montafia. En la Fig. 13B se observa que el ala posterior es menos
variable que el ala anterior. El landmark 7 tiende a estirar la forma hacia arriba e
izquierda, mientras que el landmark 13 estira la abajo en forma del grupo
Altiplano. Sin embargo, en la forma de Alta Montafia los landmarks 14 y 15 estiran
la forma hacia arriba y a la derecha, siendo esta forma la mas diferente, aunque
es mas sutil que lo observado en las alas anteriores, por lo que las alas

posteriores son menos explicativas.
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Figura 11: Analisis de componentes principales de la forma promedio de las alas anteriores
acorde a grupo geografico. Los colores representan el grupo altitudinal al cual corresponden

(Azul: Grupo Planicie; Verde: Grupo Altiplano, Café: Grupo Alta Montafia).
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Figura 12: Andlisis de componentes principales de la forma promedio de las alas posteriores
acorde a grupo geogréfico. Los colores representan el grupo altitudinal al cual corresponden

(Azul: Grupo Planicie; Verde: Grupo Altiplano, Café: Grupo Alta Montafia).
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» Plain » Alti @ Mont

Figura 13: Forma alar promedio sobrepuestas para observar las diferencias en la forma por
categoria geogréfica del A) ala anterior y B) ala posterior (Plain: Grupo Planicie; Alti: Grupo

Altiplano, Mont: Grupo Alta Montafia). Se observa que el ala anterior es muestra mas diferencias

que el ala posterior.
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5 DISCUSION

Habitar zonas geogréficas con altitudes superiores a los 4000msnm es un reto
para todo organismo, no obstante, algunas especies han evolucionado y
adaptado a estas condiciones (Rojas et al., 2020; Scattolini et al., 2018). El
Altiplano es un ecosistema de altura y se han documentado condiciones é&ridas,
inviernos frios, fuertes vientos, accesos limitados a fuentes de agua, alta
radiacion, disminucion gradual en la disponibilidad de oxigeno en relacién al
gradiente altitudinal, entre otros factores abidticos (Gregory-Wodzicki, 2000;
Strecker et al.,, 2007). Estos factores le conceden al Altiplano condiciones
extremas que condicionan la diversidad biolégica propia de esta area geografica
Estudiar las adaptaciones a las condiciones extremas del Altiplano es
fundamental para entender los patrones ecolégicos y evolutivos que hay detras
del comportamiento migratorio de especies sometidas a estas condiciones
durante su migracion. Sin embargo, la informacion disponible es limitada en
varias especies migratorias, en especial en insectos, ademas que su distribucion

espacio-temporal no siempre esta documentada.

Esta tesis es la primera aproximacion que incorpora la técnica de morfometria
geométrica junto a herramientas genéticas para comprender la adaptaciéon de la
forma alar de V. carye en el Altiplano chileno, abarcando todo el rango altitudinal

documentado para esta especie, desde el nivel de mar hasta los 5200 msnm
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(Benitez et al., 2019) y entrega las primeras aproximaciones sobre si esta especie

podria tener un comportamiento migratorio.

Los principales resultados morfométricos mostraron bajos niveles de
diferenciacion de la forma alar, aun asi, se logré identificar diferencias sutiles
asociados a los gradientes altitudinales de las localidades analizadas. Las alas
anteriores fueron mas sensibles a los cambios morfométricos en comparacion a
las alas posteriores (Fig. 13). La variacion de la forma del ala anterior puede ser
explicada debido a la mayor presidn selectiva y adaptativa que estas alas deben
enfrentar (Altizer & Davis, 2010; Flockhart et al., 2017; Owens et al., 2020). Los
lepidopteros tienen vuelo anteromotérico (Le Roy et al., 2019), es decir, las alas
anteriores generan la principal cantidad de fuerza para el vuelo (Bode-Oke &
Dong, 2020) por esto son un rasgo considerado fundamental para el vuelo (Altizer
& Davis, 2010; Flockhart et al., 2017; Taylor-Cox et al., 2020) y tienen interaccion
directa con el viento. Cabe mencionar que la morfologia general de las alas es
un caracter fijo dentro de una especie, pero que en ocasiones pueden verse
modificadas en morfotipos cuando las condiciones lo permiten o existe
estructuracion poblacional con diferencias en el fenotipo con influencia en el

fitness (Flockhart et al., 2017; Lyons et al., 2012; Wells et al., 2018).

En cuanto a las alas posteriores, estas tienen una funcion estabilizadora y son
fundamentales al momento de planear (ej. busqueda de sitios de ovoposicion),

ademas de brindar la maquinaria aerodinamica suficiente para ejercer maniobras
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rapidas cuando sean requeridas, como para escapar de predadores (Le Roy et
al., 2019). Cabe mencionar que la maculacion alar de la cara ventral de las alas
posteriores sirve de camuflaje al estar posadas en el género Vanessa (Abbasi &
Marcus, 2015). Es de esperar entonces, que las alas anteriores y posteriores se
vean sometidas a distintas presiones selectivas y posiblemente tengan historias
evolutivas distintas (Le Roy et al., 2019) pero funcionan como una sola unidad al

momento del vuelo (Bode-Oke & Dong, 2020; Le Roy et al., 2019).

Diferentes estudios han mostrado que las mariposas migratorias tienen alas
anteriores mas elongadas, como es el caso de la mariposa monarca, un rasgo
gue puede ser asociado con un bajo coste energético y baja carga alar (Le Roy
et al.,, 2019). Alas mas elongadas con alta relacién de aspecto (relacién entre
largo y ancho de las alas) y mayor carga alar estan asociadas a la capacidad de
vuelos a largas distancias, tanto en aves como en insectos voladores (Altizer &
Davis, 2010). Una alta carga alar ha sido asociado con mariposas con vuelos de
largas distancias y especies migratorias, sin embargo, se suele utilizar solo el ala
anterior para estas mediciones (Altizer & Davis, 2010; Flockhart et al., 2017),
posiblemente porgue se estima que la migraciébn actia como un episodio
selectivo sobre las alas anteriores y no sobre las posteriores (Flockhart et al.,
2017). Nuestros resultados muestran de forma indirecta un posible primer indicio
gue, tanto la alta carga alar y bajo coste energético podrian ser caracteristicas
observadas en V. carye, esto gracias a que el ala anterior es alargada con
diferencias morfoldgicas sutiles que no cambian la forma de manera significativa,
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lo que indicaria una forma alar conservada. Por otro lado, pequefas
modificaciones en las alas anteriores de V. carye podrian facilitar la migracion y
el patron morfolégico generalista con sus propias diferencias (pequefas
modificaciones) posiblemente podria ayudar a estos individuos a sobrellevar las
condiciones extremas del altiplano sin afectar su eficiencia, en otras palabras,
podrian favorecer el fitness. Al evaluar las relaciones alométricas en el tamafio
(tamafio del centroide) y la forma del ala no mostraron estar relacionados
entonces, esto podria sugerir que este caracter haya sido seleccionado vy fijado
en las poblaciones del altiplano de V. carye. Esta es una de las caracteristicas
de especies migratorias con una posible poblacion panmixica. Jantzen & Eisner,
(2008) mencionan que las alas posteriores no son esenciales para el vuelo en
Lepidoptera, lo que explicaria la baja variabilidad morfométrica encontrada para

las poblaciones de V. carye.

Los resultados genéticos sugieren altos niveles de flujo génico entre las
localidades de V. carye en su gradiente altitudinal sin estructuraciéon
filogeografica, esto evidencia que el Altiplano y el Desierto de Atacama no actian
como barreras geogréficas para esta especie lo cual podria contribuir como una
evidencia de migracioén en el sujeto de estudio y se concuerda con los pequefios
cambios morfométricos detectados con la herramienta de morfometria
geométrica. Las modificaciones morfométricas sutiles evidenciadas gracias a la
morfometria geométrica podrian validar la hipétesis de mdltiples rutas
migratorias, como es el caso de la mariposa monarca con diferentes rutas
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migratorias y fenotipos alares asociados a estas rutas (Altizer & Davis, 2010;
Flockhart et al., 2017), pero sin diferenciacion genética (Lyons et al., 2012). Un
alto flujo génico y sutiles modificaciones morfolégicas han sido documentadas en
especies migratorias como el ave Phylloscopus trochilus (Bensch et al., 1999) y
el murciélago Tadarida brasiliensis mexicana, este ultimo con 4 rutas migratorias

y son diferenciacion genética (Russell et al., 2005)

Dado que este estudio es la primera aproximacion que evalla la presencia de
poblaciones altiplanicas de gran altura, el gen COI fue utilizado con la finalidad
de evaluar una primera aproximacion de la estructuracion poblacional en las
localidades estudiadas, no obstante, este gen tiene ciertas limitaciones al
entregar resultados filogenéticos. El gen mitocondrial Citocromo oxidasa |, o COlI,
muestra diferenciacién a grandes escalas, principalmente en la identificacion de
especies y diversidad genética (Arif & Khan, 2009), siendo este un marcador de
bajo costo que es utilizado para determinar primeras aproximaciones en estudios
genéticos poblaciones, no obstante, marcadores mas robustos en algunos casos
son necesarios de utilizar cuales tienen una mayor resolucién y trabajan a escalas
mas finas (microsatélites y SNPs) (Aranguren-Méndez et al., 2005). En Cyanistes
teneriffae (Clase Aves), la filogenia de las distintas poblaciones muestra un
elevado soporte en los nodos entregados por los SNPs en comparacion a la
filogenia entregada por el gen COI, que entrega un bajo soporte (Gohli et al.,
2015). Es importante destacar que los resultados genéticos obtenidos confirman
los primeros indicios de una poblacion panmixica, no obstante, futuros estudios
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con marcadores de alta resolucion a una escala mas fina podrian soportar mejor

una hipétesis migratoria en V. carye.

A pesar de la falta de evidencia genética que de soporte a grupos diferenciados
0 poblaciones en V. carye, los analisis morfométricos fueron capaces de dilucidar
diferencias entre los gradientes altitudinales A y B (Planicie) con formas alares
elongadas, donde el grupo A tuvo un mayor valor de centroide que B. El grupo A
corresponde al sector costero, donde alas mas alargadas permitirian un mejor
aprovechamiento de los vientos para un vuelo més eficiente (Landell-mills, 2021).
Los patrones de la forma de las alas en el gradiente altitudinal obtenidos indican
gue tanto el ala anterior como posterior tienden a una configuracion mas globular
de landmarks a altitudes altas donde los vientos son mas fuertes, entre otras
condiciones ambientales, este es un rasgo comun en especies voladoras
migratorias (Flockhart et al., 2017; Lockwood et al., 1998; Lyons et al., 2012).
Finalmente, se observo que los especimenes encontrados en zonas de altitudes
altas tienen margenes alares menos pronunciados, lo cual podria prevenir un
rapido deterioro de las alas a causa de los vientos fuertes. Margenes mas
pronunciados podrian permitirles tomar ventaja de los vientos costeros y de baja
altitud volviendo mas eficiente la aerodinamica del vuelo. Existen varios estudios
de aerodindmica en mariposas (Bode-Oke & Dong, 2020; Sane, 2003), no
obstante, no se ha evaluado las diferencias en los margenes alares de una misma

especie.
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El como las leyes aerodinamicas actian sobre las alas y el vuelo de las
mariposas es un tema interesante de abordar. Modificaciones sutiles en la forma
alar y el efecto sobre el vuelo y fithess entre distintas poblaciones, como un
morfotipo se comportaria en condiciones distintas a las originales en las cuales
se desarroll6 es un tdpico interesante de investigar, considerando que las
mariposas migratorias deben pasar por distintos ambientes, en ocasiones muy

crudos como el desierto del Sahara en el caso de V. cardui.

Con los resultados de los CVA, podriamos considerar la posibilidad de la
existencia de dos rutas migratorias en C. carye, una costera y otra del Altiplano,
a pesar de sus alas conservadas. La ruta costera podria corresponder al grupo
Planicie, donde los PCA diferencian los grupos Ay B; y la ruta del Altiplano podria
corresponder a localidades altas, es decir, los grupos C, Dy E + el grupo de Alta
Montafia (Grupo F). Los resultados concuerdan con lo observado en Danaus
plexippus, la que presenta dos linajes y rutas con diferencias morfolégicas en sus

alas anteriores (Lyons et al., 2012).

En V. atalanta se ha sugerido que podria presentar dos tipos de migracion: una
latitudinal y otra altitudinal, pero esta ultima no ha sido evaluada (Mikkola, 2003).
Los resultados morfologicos sugieren que V. carye podria tener migracion
latitudinal, pero no altitudinal. Estudios asociados con la distribucion de V. carye
(Benitez et al., 2019) sefialan que esta especie puede volar sin problemas

aparentes a los 5200 msnm (posiblemente hasta los 6000 msnm) sobrepasando
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a V. atalanta que ha sido documentada hasta los 3000msnm. Estudios
poblacionales a nivel genético y morfométrico han determinado que hay grupos
de organismos los cuales, a pesar de su amplia distribucion, tienen
comportamientos migratorios como no migratorios, como es el caso de Pantala
flavescens, una libélula con amplio rango de distribucidn de la familia Libellilidae
(Alvial et al., 2019), o diferentes tipos de mariposas (Altizer & Davis, 2010;
Chowdhury et al., 2021; Johnson, 1963). Esto abre la pregunta si V. carye,
independiente de su amplio rango de distribucion, tiene este tipo de
comportamiento. Este estudio marca el primer precedente de una tendencia
migratoria en V. carye para la zona altiplanica del norte de Chile, y entrega los
primeros indicios de panmixia genética de una gran y amplia poblacion de
distribucion altiplanica. La morfometria geométrica como herramienta rara vez ha
sido utilizada para evaluar migracion en insectos y este trabajo es el primero en
cuantificar la forma alar de una posible especie migratoria. Por ultimo, a nivel
global en el género Vanessa especies migratorias no han registrado diferencias
morfolégicas o genéticas en sus distintas rutas migratorias, entonces V. carye
podria ser la primera especie del género con resultados que podrian evidenciar
dos rutas migratorias distintas. Futuros estudios que combinen aproximaciones
gendmicas y de is6topos estables mas la amplitud del rango geogréafico son
requeridos para confirmar con certeza el comportamiento migratorio de la especie
de mariposa del género Vanessa con la distribucién mas amplia de América del

Sur.
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5.1 Trabajos futuros vy consideraciones finales

Para poder confirmar o desmentir que V. carye tiene un comportamiento
migratorio es necesario realizar mas investigaciones con distintas herramientas
gue se complementen entre si. Cabe destacar que este trabajo solo se enfoco en
la distribucion de dos regiones socio-politicas del norte de Chile, sin embargo, es
necesario realizar trabajos morfométricos y genéticos en toda su distribucion, no
solo en Chile. Aqui se evalu6 si la diferencia altitudinal influye sobre la
estructuracién poblacional y morfometria de la forma alar. Como ya se menciono,
es necesario el uso de marcadores moleculares mas finos y con mayor resolucién

para analizar una posible estructuracion filogeografica.

Los isotopos estables se han utilizado para analizar la migracion en V. cardui
(Stefanescu et al., 2016) y V. atalanta (Brattstrom et al., 2010, 2018), mostrando
gue es una buena herramienta para determinar distancia migratoria, por lo tanto,
seria muy informativo utilizar esta técnica en conjunto con las anteriormente
mencionadas en futuros estudios de V. carye. Durante la colecta para el estudio
se observaron muchos individuos con desgaste mecanico en las alas, un
desgaste muy parejo en los dos pares de alas que no podria ser resultado de un
ataque o un accidente. Otro tépico interesante de analizar es el efecto de las
variaciones de la forma alar en distintas magnitudes en la aerodinamica del vuelo
de especies migratorias, ademas de evaluar como se comporta la carga alar en

esta mariposa.
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Un factor a considerar para proximos estudios es la dificultad de muestreo de la
especie y el desconocimiento de periodos migratorios. Esta documentado que
para ciertas mariposas la abundancia observada en una misma época, pero en
afos distintos puede variar, como ocurre con V. atalanta. Mikkola (2003) registro
afios con mayor observacion de individuos que otros afios, incluso algunos afios
muy pobres en observacion. Esto fue observado para V. carye en el periodo de
colecta de mayo del 2022, donde solo se observaron en todas las localidades
muestreadas un total de 9 mariposas en todo el periodo que duré la expedicidn
lo que contrasta con el afio 2021 en el mismo momento del afio, donde en un
solo punto y en un solo dia se colectaron cerca de 30 ejemplares. Queda
evidenciado que es importante registrar los avistamientos para tener una idea de

cdmo se comporta esta mariposa.

Otro punto a considerar que se intentd realizar en la expedicion del 2022 fue
estudiar parte de la fisiologia de V. carye, lamentablemente no fue posible
realizarlo por la falta de ejemplares disponibles en terreno. Los factores mas
importantes considerados al momento del estudio de organismos a altas altitudes
es la temperatura y la disponibilidad de oxigeno (Javal et al., 2019; Karl et al.,
2008; Karl & Fischer, 2009), variables de las que se puede tener registro
facilmente, sin embargo, las mediciones se deben hacer en campo donde estas
variables no son controladas y pueden ir variando a cada momento, lo que

dificulta ain mas realizar este tipo de estudios sin antecedentes previos. Mas aun

47



si consideramos que la temperatura tiene efectos sobre los procesos fisioldgicos

de los insectos (Javal et al., 2019; Karl & Fischer, 2009).
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6 CONCLUSIONES

Este estudio es pionero en establecer aproximaciones para evaluar si Vanessa
carye tiene comportamiento migratorio con herramientas genética-morfologicas.
Se observaron variaciones sutiles en la forma de las alas en ejemplares de las
diferentes localidades estudiadas en donde entre méas cercano al nivel del mar,
las mariposas tienen alas anteriores mas alargadas, mientras que a mayor altitud
tienden a ser mas globosas. Estos morfotipos podrian concederle ciertas ventajas
al momento del vuelo en distintas condiciones ambientales. Los resultados
morfométricos permiten establecer dos rutas migratorias, una en la costa y otra

altiplanica.

El andlisis del gen COI establecié una sola gran poblacion en el Altiplano y el
Desierto de Atacama, en las 18 localidades presentes en el estudio. Se requieren
mas estudios genéticos con marcadores mas finos para observar si existe una

mejor estructuracion.

Este estudio abre la puerta a nuevas investigaciones que complementen esta
aproximacion como estudios con isotopos estables, estudios fisioldgicos,
estudios genéticos con marcadores moleculares de mayor resolucion y estudios
gue ayuden a entender la biologia de esta carismatica mariposa, que a pesar de

ser muy comun su historia natural es desconocida.
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ANEXOS

Alo largo de la elaboracién de la presente tesis se publicé un articulo con tema afin a la tematica
de adaptaciones altitudinales y la cuantificacién de la variabilidad geométrica e la forma corporal
de un escarabajo ruso (Anexo 1). También se presenta en el segundo anexo la actual

investigacion en formato de publicacidn cientifica de la revista Zoologischer Anzeiger donde fue
enviada.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywards:
Carabus exaratus
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Geometric morphometrics
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Centroid size

The study of phenotypic changes in organisme at different organizational levels (population, community, and
ecosystem) in combination with genetic and genomic tools have helped researchers to understand how micro-
evolutionary processes may lead to adaptation. Insects have been used in many studies as change bioindicators in
the ecosystem and they have been the focus of many genetic, ecological and morphological studies. In the
following research, we studied how an endemic beetle species Carabus exaratus Quensel, modified its phenotype
in response to the altitudinal clines in the Russian North Caucasus. Altitude plays an important role in the size
and shape of many species. Shape changes were studied across three altitudinal gradients from 90 to 1018 m.a.s1
using geometric morphometric tools in order to identify if there are specialized phenotypes to altitude. Our
results showed a principal relationship between centroid size and altitude where specimens from higher
mountains were bigger than the other two groups, also an inde pendent body shape was noted between the three
populations where organisms of the mountain had a bigger and convex shape in comparison with smaller and
oval shape from the foothill and plain. These results were analyzed using geometric morphometrics for the first
time on endemic beetles from the Russian North Caucasus, helping us to understand morphological changes.
They suggest that these changes may depend on climatic conditions at high altitudes, where univoltine and
bivaltine reproductive behaviors were naticed, implying larger and shorter breeds which are directly reflected on
morphological changes. More studies are needed to identify the ontogenetic pattern that affects the body shape in
these environments.

1. Introduction

Characterizing the pattern of adaptation to altitude and under-
standing its process has been a practice to infer the relationship between
climate and species adaptation (Leung et al., 2021). The adaptation of
organisms to the altitudinal gradient has been studied principally to
understand their biological characteristics asa response to climate and
other factors affecting species distribution (Colares etal., 2021; Demirci
et al,, 2012; Malhi et al., 2010). As the elevation increase, climatic
condition as temperature, oxygen, precipitation, wind velocity between

other change according to altitude. Normally, higher variabilities of
these factors could decrease the ability of organisms to survive and keep
their fitness active, limiting abiotic environment (Hodkinson, 2005).
Climate conditions, induce changesin the organism phenotype like body
size or limb development that may increase fitness, and consequently
organisms show the ability to adjust their phenotype to cope with
existing local conditions (Bai et al., 2015; Espeland, 2013; Maveety and
Browne, 2014). In i landscap g life traits, such as
development time, fecundity, mating success, depend on multiple fac-
tors, especially in insects, where these traits may be affected by the
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Fig. 1. Representation of dorsal and ventral landmarks of Carabus exaratus. A: dorsal (elytral) view with 19 landmarks, B: ventral view with 18 landmarks.

clines (Demirci et al., 2012). Studying the phenotype adaptation at
population levels helps to understand the microevolutionary processes
leading to adaptation (Arnold et al., 2001). Body size is one of the most
significant traits in organisms, since it completely relates to fitness and
has been studied in relation with altitudinal gradients, where the results
showed some positive allometry as a fitness trait (Alibert et al., 2001;
Cox et al,, 2003; Klingenberg and Zimmermann, 1992; Luzyanin et al.,
2022). The increase in size can rely on voltinism character shifts when
insects prolong their maturation for several years (Chown and Gaston,
2010; Zeuss et al., 2017), but the decrease in size is often related to
resource limitation restricting potential growth (Brehm et al, 2019).
Diverse phenotypes and their phenologies lead to different responses to
adverse environmental factors (Bhusal et al., 2020; Forrest, 2016;
Gutiérrez and Wilson, 2021). High altitude insects have a suite of
adaptions which allows them to inhabit places with harsh conditions like
mountaintops, to survive inthese habitats, many species have to tolerate
freezing temperatures during the night and be able to avoid desiccation
during daytime (Sgmme and Zachariassen, 1981), also has been found
that for Cicindela togata which can depress their metabolism and switch
to anaerobic metabolic pathways for energy metabolism in presence of
hypoxia (Hoback et al., 2000; Hoback and Stanl )01). For other
groups of beetles studies are limited, Stanbrook et al. (2021) studied for
dung beetles (Onthophagus proteus) a presence of typical morphometric
characteristics like flattening and increase in the body size, associated
with an increase in the convexity of the elytra also depending the alti-
tudinal range which horn length are density dependent, also they
observed an increase in cephalic horn length at high elevations (Stan-
brook etal, 2021). In Carabus species, body size declines towards high
elevations in Russian landscapes (Benitez et al., 2020; Sukhodolskaya
et al,, 2020a; Sukhodolskaya et al.,, 2020b). Interestingly, in all cases
morphometric structure in the populations dwelling at different eleva-
tions differed significantly related with their habitat effect on shape
variation (Alibert et al., 2001; Benitez et al., 2014; Benitez et al., 2021;
De Este ban-Trivigno, 2011; Lemic etal., 2016; Vilaseca et al., 2021). For
these previous studies a morphological tool called geometric morpho-
metrics (GM) has been used. This method became popular in the last
decades due to its accuracy in shape variation analysis (Adams et al.,
2013). Geometric Morphometrics (GM) arose due to the limitations of
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traditional morphometrics which use lenght, volume and areas. GM al-
lows analyzing the shape of organisms and/or structures, using the
geometric space and multivariate statistical methods that have better
biological interpretation, also this methods use a proxy of the geometric
size called Centroid size which is calculated asthe square root of the sum
of squared distances of all the landmarks of an object from their centroid
(center of gravity, whose location is obtained by averaging the x and y
coordinates of all landmarks) (Klingenberg, 2016). The combination
analyses using size and shape (GIM) has been especially useful to quan-
tify the differences between ecological and adaptative aspect of cole-
opteran species as demonstrated in many studies (Benitez et al,, 2013;
Benitez et al., 2020; Espinoza-Donoso et al., 2020; Lemic et al., 2014;
Lemic et al. 21; Ziniga-Reinoso and Benitez, 2015). The aim of this
research is to estimate body shape and size variation in Caucasus
endemic Carabus exaratus Quensel, 1806 in evaluating the morpholog-
ical variation between elevational gradients and their pattern of adap-
tation at different climate condition.

2. Materials and methods

C. exaratus Quensel, 1806 (Fig. 1b) is endemic to the Caucasus, a
eurytopic species with forest and forest-meadow features that has a
spring-summer type of reproduction (Aydamirova and Avtaeva, 2008).
This species lives from the foothill steppes to the subnival zone, domi-
nates in mountain slopes and floodplain forests. C. exaratus inhabits the
floodplain forests of the Tersko-Kuma lowland and high-mountainous
steppe areas, hornbeam and beech forests of the high belt of the Black
Mountains, and also in the plains of the Ciscaucasia (Avtaeva et al,,
2017). The average body length is 22.5 mm.

2.1. Data sampling

Specimen of C. exuratus were collected in the North Caucasus
(42°88'N 46°44'E, Chechen Republic, Russia, 5 = 1600 th. ha). In the
study area, the main feature of orography is a consistent increase in
absolute altitude and an increase in dissection from north to south. The
study area is within the foothill-plain (Tersko-Kumskaya, Gudermes
lowlands, Nadterechnaya plain) and mountain geomorphological
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Fig. 2. Principal Component analysis of the dorsal view of Carabus exaratus. The colors represent the different levels of altitude: Lower elevation (plain): grey, middle
elevation (foothill): green, and higher elevation (mountain): brown. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the

Web version of this article.)

provinces (Tersko-Sunzhenskaya Upland, Black Mountains, Pasture
system ridges, Skalisty and Bokovoy ridges). The following geographic
patterns and phenomena are concentrated on the territory of the
Chechnya: latitudinal and altitudinal zonality, intrazonality, inversion
(Gvozdetsky, 1954). The most important circumstance is the location at
the junction of the temperate and subtropical climatic zones. The
climate of the Chechen Republic is quite diverse: there isa consistent
increase in precipitation and a decrease in annual air temperatures from
north and northeast to south. In the direction from north to south, the air
humidity, the duration of the frost-free period, and the depth ofthe snow
cover vary greatly. It is also an essential fact that Chechnya is fenced off
by high mountain barriers. It is open to the access of both warm and dry,
and cold and humid air masses. On the foothill-plain territory, the
climate is more or less stable, but in mountainous conditions, all mete-
orological parameters vary greatly depending on the mountain eleva-
tional exposure, and steepness. The main forest-forming species in the
study area is oriental beech, the secondary one ishornbeam, ash, linden,
high-mountain elm, Norway maple, field, and alpine oak, birch, sweet
cherry, pear, apple. A feature of alpine meadows is that they consist of
cereal and sedge grasses, forming a dense sod with roots (Astamirova
et al., 2016).

Traps were located at three elevations in the mountainous terrain:
flood-plain forest (91 m.a.s.l., hereinafter referred to as plain), beech
forest (676 m.a.s.l,, foothills) and beech forest in high mountains (1018
m.a.s.l, mountains). Carabids were caught by pitfall traps which are
glass jars with 70 mm diameter and a volume of 0.5 L, and 4% formalin
was used as a fixative. Pitfall traps were placed in a straight line at 5 m
interval. The captured insects were selected every week from the third
week of May to the second week of September. Images were taken witha
Nikon D5100 camera with custom opaque light disperser and a box with
opaque reflective surface.

32

2.2. Geometric morphometrics analyses

For the morphometrics analyses three levels of elevation where used;
60 specimens of C. exaratus were used for plain, 58 specimens for
foothills, and 45 specimens for mountains.

The dorsal and ventral view of C. exaratus were used in order to
analyze the shape using 2D geometric morphometrics. For the ventral
and dorsal views, 18 and 19 landmarks (See Fig 1 a, ¢) were digitized
using the software tpsDig2 (Rohlf, 2013), respectively, following the
literature on beetles and geometric morphometrics (Benitez et al., 2021;
Espinoza-Donoso et al., 2020). To extract all shape information a Pro-
crustes superimposition analysis from dorsal and ventral landmark
configurations was performed (Rohlfand Slice, 1990). It is important to
mention that this analysis removes all non-shape information by stan-
dardizing each specimen to a unit centroid size, removing scale, rotation
and orientation (Dryden and Mardia, 1998).

In order to visualize the shape variation between the different ele-
vational gradientsa Principal Component analysis (PCA) (Jolliffe, 2002)
was performed using the covariance matrix of individual shape, for that
purpose the scatterplot of the PCA principally from the first two di-
mensions of the shape spaces were visualized. In order to identify if
there any differences between C exaratus size between elevational
gradientsa violin graph plotted using the R package ggplot2 (Wickham,
2016), was performed using the centroid size (as a proxy of size in
geometric morphometrics) of the three elevational gradients. As
mentioned before, the size is an important element of shape, for our
analysis a multivariate regression of shape asa dependent variable and
centroid size as an independent variable was computed to identify if
there isany allometry (effect of size on shape) in the morphology due to
the altitude (Wonteiro, 1999). To identify if there any shape differences
statistically, a permutation test between levels of elevation were

64



HA, Benftex et al.

om

Principal component 2

a3

s a at aa os are

Principal component 1 +

o

Fig. 3. Principal Component analysis of the ventral view of Carabus exaratus.
The colors represent the different levels of altitude: Lower elevation (plain):
grey, middle elevation (foothill): green, and higher elevation (mountain):
brown. Graphical representation of the negative and positive shape contribu-
tion of the principal component 1. (For interpretation of the references to color
in this figure legend, the reader is referred to the Web version of this article.)

performed using two distances of the shape Procrustes and Mahalanobis
distances. Finally, after corroborate that shape is statistically different
between groups, a Canonical Variate analysis (CVA) as a discriminant
analysis was performed, identifying the elevational gradients in order to
graphically visualize the shape variation between elevational gradients.

All the GM and statistical analyses were performed using the soft-
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et al., 2021).

3. Results

ware MorphoJ v1.06d (illingenberg, 2011) and using the R packag
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Table 1

Permutation test between elevational gradients for C. exaratus dorsal and ventral
the values of shape distances (Procrustes and Mahalanobis) and their respective
p value of comparison are shown.

Foothill Mountain Foothill Mountain
IMahalanobis Mahalanobis Procrustes Mahalanobis
Pvalue P-value P-value P-value
Mouutain 2.0268 0.008
<0.0001 0.0207
Plain 2.6011 3.2952 0.0111 0.0091
<0.0001 <0.0001 0.0019 0.0022
VENTRAL
Foothill Mountain Foothill Mountain
Mahalanobis Mahalanobis Procrustes Mahalanobis
P-value Pvalue P-value Pvalue
Mountain 2.0426 0.0108
<0.0001 0.0013
Plain 1.9535 2.9756 0.0121 0.0169
<0.0001 <0.0001 0.0001 <0.0001

view explains an 82.4% (PC1: 50.7%, PC2: 21%, PC3:10.7) of variation
inthe first three componentsin comparison with the ventral view, which
only explains a 56.3% (PC1: 24.8%, PC2: 17%, PC3:14.5%). It is
important to note that independently from the bigger percentage of
variation, a higher overlapping of specimens was found in the scatter-
plot of the PCA for both views, but where the plain and foothill speci-
mens fromthe dorsal view (Fig. 2) have more variable shapes in contrast
to mountain populations, which remain in the center asa concentrated
group of morphologies that are mountain type.

For the ventral view, more disparity was found in plain populations,
covering almost the complete shape space for the first 2 dimensions;
however, the mountain populations kept the central position of the
shape space asa less variable with the shape similar to the mean shape of
plain populations morphology (Fig. 3).

The shape variation of the dorsal view was noticeable with elongated
shapes for mountain populations, with central landmarks 7 which vary
upwards and 12 showing a variation downwards, making elongated
shapes in comparison with more cylindrical elytra shape from the
foothills and plain, which are also combined with oval shapes, covering
most of the shape space. For the ventral view, the shape variation was
less apparent due to the higher disparity present in the specimens from
the plain populations, which present forms from elongated shapes to
shorter oval shapes. Nevertheless, the mountain populations remain
with concentrated groups of specimens in the shape space with elon-
gated shapes than foothills populations.

The violin plot of centroid size between elevational gradients showed
for both views that specimens from foothills (middle elevation) were
found to have lower centroid sizes in contrast to the specimens from
m ins which in g | were found to be larger than the other two

A.

Canonical variale 2

Canonical variate 1
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elevations. For specimens of plain which is the lower elevation the re-
sults showed that mostly all (accumulation of points in the middle sec-
tion of the violin) the specimens have a middle centroid size (Fig 4). In
order to exclude that the size effect corresponds to some allometric ef-
fect, the multivariate regression showed a very low percentage of
allometry in both views (dorsal: 3.9%, P-value: 0.0005 and ventral:
3.7%, P-value: <00.0001). Nevertheless, more compact shapes were
found in foothills populations compared to plain and mountain pop-
ulations (Fig. 5). In order to identify if there any statistically differences
between groups the permutation test indicate for the Procrustes and
Mahalanobis distances that shape variation between elevational
gradient are statistically significant which means that the landmark
variation between groups are different between groups (Table 1).

Finally, a CVA as a discriminant analysis was petformed for both
views in order to detect if the maximum variation between altitude
levels produces a cluster of specimens, resulting in very clear groups for
the dorsal and ventral populations (Fig. 6).

4, Discussion

The shape variation of C. exaratus was clearly exhibited by the tool of
geometric morphometrics. Our results indicate that dorsal and ventral
morphological variation between the three altitudinal populations, may
be due to differences combined principally by shape, but also in some
levels by the centroid size. Given this, a particular shape structure was
noticeable, differentiating the mountain populations from the others,
suggesting that size variations between elevational gradients are
necessarily influenced by the environment.

Previous studies by Sukhodolskaya et al. (2020a) in C. exaratus
regarding body size only have confirmed a slight body size increase
depending on the altitude which depend directly to the longer period of
development in larvae. Similarly, but with a clear pattern, our research
found in the higher elevational area a clear pattern of an accumulation
of higher values of centroid size in the mountain population (Fig 3) in
contrast to the other two elevational levels, with particular elongated
phenotype. In other species of Carabus like Carabus odoratus Shil. in
Barguzin Ridge in Russia, the opposite to our results has been found,
where body size decreased towards high elevation (Sukhodolskaya and
Ananina, 2015). An important observation in mountain populations of
beetles isan irregular life cycle from univoltine to bivoltine species, an
example of that was Pterostichus montanus which modifies their life cycle
depending on the elevational gradient, finding a combination of
increasing and decreasing body sizes depending on the levels of altitude
(Sharova and Khobrakova, 2005; Sukhodolskaya et al., 2021; Sukho-
dolskaya and Saveliev, 2017). In our results we, found that specimens
from mountain population have respond to increase the body size and
modify they shape, even if we did not evaluate the life cycle of the
C. exaratus, we suggest, that the increase of size in contrast with previous

Canonical variate 2

Canonical variate 1

Fig. 6. Canonical variate analysis between A: dorsal and B: ventral views of Carabus exaratus populations. The colors represent the different levels of altitude: Lower
elevation (plain): grey, middle elevation (foothill): green, and higher elevation (mountain): brown. (For interpretation of the references to color in this figure legend,

the reader is referred to the Web version of this article.)
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results found in other beetles like which decrease size ashigher levels of
elevation, may be related with the longer period of developmental
processes.

Stanbrook et al. (2021) founds in terms of shape variation at altitu-
dinal gradient, that trait ct iated with elevation in an African
dung beetle where an increase in cephalic horn size and shape were
found at high elevations. Ariza-Marin and Amat-Gareia (2021) mention
that the shape reduction has been observed in Plecoptera, Gryllo-
blattodea, Neuroptera, and other families of Coleoptera (Carabidae)
(Hodkinson, 2005; McCulloch et al., 2019; Sgmme et al., 1996). The
pattern of adaptation of the shape variation along elevational gradients
may allow species to adapt under several climate variable and often
harsh conditions which can be typical of mountain environments. These
evolutionary patterns may occur as a change in phenotypic structures,
such as wingspan reductions or enlargement, elongation of elytrae, and
reduction of size (Eweleit and Reinhold, 2014; Hodkinson, 2005; Stan-
brook et al., 2021; Suzuki etal., 2019).

Finally, this research found a positive relationship of size and shape,
where higher elevation entails complex ch in the envir
which results in particular plastic morphologies with higher values of
centroid size. Some of the environment responses are relate with a
reduction of oxygen, low temperatures and strong wind, characteristics
which may reflect adaptation by natural selection, changing particular
traits and generating complex morphologies like the shape of
C. exaratus. Future studies in this regard, combining in situ experiment
on developmental biology and mapping the gene influence may
contribute to understand the adaptation of insects to generate complex
morphologies as a response to climate influence.
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Abstract

The Western Painted Lady butterfly, Vanessa carye (Hiber, 1812), in addition to pre-
senting an extensive distribution in South America, has been observed flying in the
Chilean Alti-plano from the coast to the highlands, from 0 to 5200 m.a.s.l. and it is
suggested that could be a migratory insect. Some animal species move from one place to
another by migration searching for favorable conditions. Wings of flying migratory
animals are the principal trait involved in move-ment, and their shape has been
documented to change between migratory and non-migratory species or populations. In
this sense, little is known about the adaptations of butterflies to elevational gradients, so
the V. carye’s wide latitudinal and altitudinal range coupled with the different climatic
conditions makes this species an interesting subject for adaptation studies. This research
studies V. carye at different elevational ranges in extreme environments at the Chilean
Altiplano and Atacama Desert to determine the presence of morphotypes through
geometric morphometrics associated with altitudinal patterns, and to determine the genetic
diversity and population structure of this species by using COI molecular marker. Subtle
morphometric changes between populations were found, so two morphometric lineages
were defined: a “coastal” lineage with more elongated wings and an “altiplano” lineage
with more rounded wings. Nevertheless, low genetic diversity and no genetic structure
associated to these morphological differences were found. Understanding the processes
underlying the wing shape of V. carye morphological adaptations will help to understand
its natural history. Results here may be a first approach of evidence to answer the question
“Is this butterfly a migratory species?”

Keywords: Elevational gradients; wing shape; Vanessa carye; morphometrics; butterfly;

migration; Altitudinal adaptations
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Introduction

The genus Vanessa (Lepidoptera; Nymphalidae) is a remarkable biological model.
Vanessa is a cosmopolitan genus, excluding Antarctica, with 22 species (Wahlberg and
Rubinoff, 2011), where at least six of them are considered to be vagile and their
distribution range spans several thousand kilometers (V. atalanta, V. cardui, V. carye, V.
indica, V. itea and V. virginiensis,), while the remaining 16 species have a very restricted
distribution. Since it is a small genus with a global distribution, it is possible to do research
with the whole group. For this reason, it has been the subject of several adaptive,
evolutionary (Abbasi and Marcus, 2015; Shapiro and Geiger, 1989; Wahlberg and
Rubinoff, 2011) and migratory studies (Nesbit et al., 2009; Stefanescu et al., 2016;
Stefanescu et al., 2021; Talavera and Vila, 2017). Chile has three representatives of the
genus: V. terpsichore (Phillipi, 1859), which is distributed from Coquimbo to Magallanes;
V. carye (Huber, 1812), which flies throughout the national territory. In addition, the
presence of V. braziliensis (Moore, 1883) was reported in Socoroma at 3300 m in 2012
(Vargas, 2013). Vanessa carye is an emblematic, brightly colored butterfly distributed
from Venezuela to Patagonia including Chilean oceanic islands, and it has been suggested
that it may be migratory due to its capacity to lay eggs on ornamental and natural
Malvaceae species, Asteraceae species, among other host plant species (Wahlberg and
Rubinoff, 2011). Furthermore, some specimens with the same level of mechanical wear
in both pairs of wings have been observed. Although this species has been included in
studies of the genus, it has been poorly studied and its natural history still needs further
insight. One of the few observations on its natural history is that it has been reported flying
from 0 to 5200 m.a.s.l in the Chilean Altiplano (Benitez et al., 2019); however, its
population structure and habits are unknown. The Altiplano or Puna is located in the
central Andes with high mountains that reach elevations from 5000m to 6000m, running
through part of Peru, Bolivia, Argentina and Chile (Strecker et al., 2007). Due to the

geographical barriers formed, the movement of organisms in this region has been mainly
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influenced by habitat fragmentation and historical environmental changes. In this sense,
it has been proposed that the physiography of the Altiplano and Atacama Desert, in
general, have promoted high levels of population structure in the species inhabiting this
region. This pattern of high genetic differentiation has been reported for a multiplicity of
species, such as insects (Mufoz-Valencia et al., 2022; Zuiiiga-Reinoso et al., 2021),
aquatic invertebrates (Valladares et al., 2022; Valladares et al., 2018), fishes (Cruz-Jofré
et al., 2016; Rojas et al., 2020), amphibians and birds. Little is known about adaptations
of butterflies to altitudinal gradients, physiological adaptations of Lycaena tityrus
(Lepidoptera; Lycaenidae), present in Europe and Asia, have been reported at different
altitudinal levels and it has been proposed that they have genetic differentiation
concerning the altitude level, even though no morphological differences were observed
(Karl and Fischer, 2009). A recent study combining genomics tools in Heliconius erato
and H. Melpomene found that these tropical group of butterflies have repeatedly and
independently adapted to montane habitats on either side of the Andes (Montejo-
Kovacevich et al., 2022). The adaptations in V. carye populations that support its wide
elevational gradient are still unknown. Following the vagility study in Vanessa from
Wahlberg and Rubinoff (Wahlberg and Rubinoff, 2011), it suggests V. carye is a
migratory butterfly due to its wide distributional range, high vagility, its adaptations to
different environmental conditions in its whole distribution, the presence of mechanical
wearing of its wings, besides migratory behavior records of other vagile Vanessa species
like V. cardui and V. atalanta. Vanessa cardui is one of the most studied migratory
butterflies with a wide distribution, even one of the most extensive among terrestrial
animals (Shields, 1992). Its migration is intercontinental, it flies from the northern Atlantic
Islands to North Africa, across Europe, the Mediterranean Sea and the Sahara Desert
(Stefanescu et al., 2016; Suchan et al., 2019; Talavera and Vila, 2017; Wahlberg and
Rubinoff, 2011). It can fly more than 4000 km, even upwind (Stefanescu et al., 2016) and
perform a round-trip migration of 15000 km in one year and six generations (Chapman et
al., 2015; Nesbit et al., 2009; Stefanescu et al., 2013). Vanessa atalanta is another

migratory species that migrates between Europe and North Africa. It has latitudinal
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(Mikkola, 2003; Stefanescu, 2001) and possibly altitudinal migration and it may fly up to
3000 m altitude (Mikkola, 2003). As the wings of flying migratory animals are the main
trait involved in movement, they are subjected to natural selection, and only those with
modifications that favor migration (Outomuro and Johansson, 2019) are inherited (Alvial
et al., 2019; Huang et al., 2020; Neto et al., 2013). Traditional morphometric studies are
available on the wing shape in migratory butterflies, but no studies using geometric
morphometrics (GM) have been performed. For the last 25 years, GM has been used to
study the morphological variability in insect species (Adams and Funk, 1997; Benitez,
2013; Benitez et al., 2022; Bravi and Benitez, 2013; Chazot et al., 2016; Klingenberg et
al., 1998; Pretorius, 2005; Rohlf et al., 1996). GM allows exploring the morphology,
providing sophisticated graphic analyses 2D or 3D based on which morphometric
variation can be quantified and visually perceived. With geometric morphometrics
analysis, we aim at identifying the ecological and functional significance of morphological
features of this species pattern of adaptation to extreme environments (Adams et al., 2004;
Adams et al., 2013). Wing morphology in insects has been widely used as an important
model in developmental and evolutionary studies, in part because well-defined landmarks
can be established on the wing vein intersections, consequently making them very suitable
for morphometric analyses (Klingenberg et al., 2010; Klingenberg et al., 1998; Outomuro
et al., 2016; Pezzoli et al., 1997). The veins are linear structures, which are distributed in
specific patterns in the wing, providing structural rigidity. The wide latitudinal and
altitudinal range coupled with the different climatic conditions where it is found, makes
V. carye a good subject for adaptation studies. Research on butterflies in Chile are scarce,
and there are no studies available that evaluate butterfly wing shape, despite the fact that
it is fundamental for flight. Studying the wing shape of V. carye morphological
adaptations will help us to understand its altitudinal adaptations. Therefore, the aim of this
research is to evaluate the wing shape of V. carye at different elevational gradients in the
Chilean Altiplano, in order to determine the presence of morphotypes associated with
altitudinal patterns and to determine the genetic diversity and the population structure of

this species. This study intends to be the first approach to contribute with research to
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answer the question: “Is V. carye an actually migratory species?”, although this is beyond
the scope of this research, but we are giving the first insights on the topic, considering all

the traits that this butterfly shares with other migratory species of the genus.

Materials and Methods

Area and Sampling

The Chilean Altiplano corresponds to a narrow line in the northwestern part of the country,
from 17°S to 27°S. The Atacama Desert is located to the west of the Chilean Altiplano (at
lower altitudes), and then the coastal regions of the Pacific Ocean extend in Chile.
According to Morrone (Morrone, 2014, 2015), this region would correspond to the South
American Transition Zone. This zone is characterized by arid and dry climates with cold
winters. In addition, natural geographic barriers and landscape characteristics (i.e.,
mountains, streams, climate variation at different elevations, vegetation variation, etc.)
have favored the isolation of populations, reducing gene flow (Palma et al., 2005; Vila et
al., 2013). The sampling of V. carye was performed with an entomological net in the
periods of March-April 2018, March-June 2019, and May 2021. Individuals were
collected in 18 sites from the Arica and Parinacota Region to the Tarapacad Region
(17°30°S to 24°S) in northern Chile (Table 1, Fig. 1). Sampling sites were grouped
according to their geographical category to study the effect of altitude on V. carye (Table
1). Samples collected up to 1500 meters above sea level (m.a.s.l) were considered as Plain,
and samples taken up to 4535 m.a.s.l and 5200 m.a.s.| were classified as Altiplano and
High Mountain, respectively. The Plain group includes localities that are not part of the
Chilean Altiplano, the Altiplano group includes localities that correspond to the Altiplano
per se, and principally due to the extreme conditions (strong wind, and lower temperature),
the High Mountain group was separated of the Altiplano group. It is important to note that
a population of Vanessa carye was first discovery laying eggs and flying in those extreme

condition recently in 2019 (Benitez et al., 2019). Because of the difficulty to sample in
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extreme environmental conditions at 4500 m.a.s.l., the unknown temporal distribution of
the butterfly and the complexity to get to those localities, the sampling efforts of this group
were limited. Sample wings were separated from the body and slide mounted for

morphometric analyses. Bodies were stored in 70° Ethanol at -20°C for DNA extraction.

DNA extraction and COI sequencing

Butterfly legs were used to extract the sample DNA with the Salting-out method. The
mitochondrial gene, cytochrome c oxidase I, was amplified in a total of 30 pl of PCR mix
containing PCR Buffer 1x (200 mM Tris—HCL pH 8.4, 500 mM KCI), MgCI2 2 mM,
dNTP's 0.16 mM, F and R primers 0.1uM, Taq DNA polymerase (Invitrogen™) 0.03 U/pl
and DNA 1 ng/pl. PCR conditions were as follows: 45s of annealing at 50°C, 30s of
extension at 72°C, and a final extension of 10 min at 72°C. PCR products were purified
and bi-directionally sequenced by Macrogen, Inc. using an automatic sequencer
ABI3730x1. Sequences were edited and aligned with the ClustalW option of BioEdit
v7.0.5 (Hall, 1999).

Genetic diversity analyses

The genetic diversity was characterized by using the following diversity indices from
DnaSP v.6.0.1 (Rozas et al., 2009): number of polymorphic sites (S), number of
haplotypes (K), haplotypic diversity (Hd), and average number of differences between
sequences (PI). The relationships between haplotypes were visualized by building a
Median Joining haplotype network (Bandelt et al., 1999) produced in PopArt v.1.7 (Leigh
and Bryant, 2015). Finally, an analysis of molecular variance (AMOVA) among the
populations from different locations was performed using the software program Arlequin
v3.5 (Excoffier and Lischer, 2010).

Geometric Morphometrics analyses
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Anterior and posterior wings were extracted and slide mounted to perform morphometric
analyses. The left wings were selected for each sample; when not available, the right wing
was used. A photograph of each wing was taken with a Sony A6000 camera and 60 mm
lens macro, ventrally and dorsally. If the right wing was used, the photo was turned,
assuming bilateral symmetry on the sample. For some samples, it was impossible to get
the anterior and posterior wings due to different damage levels. Sixteen and fifteen
landmarks were digitized on the anterior and posterior wings, respectively (Fig. 2), using
TPSDig2 v.2.3 (Rohlf, 2013). All landmarks were placed in the wing margin and vein
intersections. To determine the measurement error, we produced a new landmark
digitizing for each dataset (Arnqvist and Martensson, 1998; Fruciano, 2016). A Procrustes
superimposition analysis (Rohlf and Slice, 1990) was performed in order to remove all the
non-mathematic elements of shape (translation, rotation and scaling) and X and Y 2D
coordinates of each landmark were produced using the software MorphoJ v.1.07a
(Klingenberg, 2011). In order to represent graphically the shape space, a Principal
component analysis (PCA) was performed using the covariance matrix of the individuals
and to represent the average shape between groups the shape was extracted using the
covariance matrix of the average groups. Finally, a canonical variate analysis (CVA),
performed by the software MorphoJ, was used to determine the existence of a priori
differences under a discriminant analysis, by amplifying the interspecific variation within
geographical groups confirmed using permutation analyses with 10.000 rounds. It is
important to note that this CVA is a discriminant analyses which use the data provided
from the PCA to discriminate the morphological groups using the maximum variation
between them. Finally in order to determine if there any size effect on the wing shape a

multivariate regression was performed for both anterior and posterior wing.

Results

Genetic analysis
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A total of 348 specimens were sequenced for the Cytochrome oxidase | mitochondrial
gene (COI). The haplotype network of V. carye populations in the Chilean Altiplano
showed a star-shaped structure (Fig. 3), with a central haplotype and from one up to
three mutational steps between the other haplotypes. Haplotype diversity shows a single
haplogroup with a value of Hd = 0.306. Consistent with the haplotype network, the
AMOVA test showed an absence of phylogeographic structure (AMOVA ®ST = 0.007,
p > 0.05). This result suggests that all V. carye localities present in the Chilean Altiplano
and Atacama Desert constitute a single population and probably with high levels of gene

flow.

Variation by geographical areas

The allometric relationship in size (centroid size) and wing shape are unrelated with a
6.5% of size influence on shape in the Anterior wing and 5.5% for the posterior wing.
After grouping the PCA for geographical areas a clear overlap between morphological
groups can be observed; nevertheless, an inside group (Higher Mountain group) was
clearly distinguished. The first three principal components explain 62.5% of the shape for
the anterior wing variation (PCA1+PCA2+PCA3; 33.3%; 17.3%; 11.9%). A 33% of
variation in the PC1 showed a little variation in geographical classification, which may be
explained because these morphologies may represent different geographic routes between
populations (Fig. 4A), for the posterior wing, the PCA showed similar results as above
where the first three components explain 63.7% of the shape variation (PCAL1 + PCA2 +
PCA3; 35.2%; 17.5%; 10.9%). An overlap between individuals was found following the
same morphological variation of the anterior wings (Fig. 4B). Although the convex hulls
overlap, most of the morphological disparity can be observed in the Plain and Altiplanic
groups for both anterior and posterior wings. Secondly, the High Mountain group, which
is represented by the brown color in Fig. 4A and Fig 4B, is clustered with an independent
shape which may represent different abilities to perform flight at high levels of altitude;
however, this clustering could be due to the small number of samples from the localities

at those elevation.
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The CVA by geographical areas in anterior wings (Fig. 5A) shows a clustering between
the Altiplano and the High Mountains. As for the Plain, there is a separation from the High
Mountain, but slightly similar to the Altiplano. In the PCA (Fig. 4), a clear differentiation
between the Plain, Altiplano and High Mountain can be appreciated in the distribution of
the wing shape. The wing shape of the Plain tends to a more elongated shape and the shape
found in the High Mountain tends to a more globular configuration of landmarks.
Landmark 8 elongates the shape as it approaches the Plain, and movements of landmark
16 cause the globular shape of the High Mountain (Fig 6A).

For the posterior wing, the CVA (Fig. 5B) shows that the High Mountain group is mixed
with the Altiplano group and part of the Plain group; however, Altiplano and Plain are
mixed. This tendency is observed in the anterior wing, but with a greater differentiation
in the point clouds. The PCA for the posterior wing (Fig. 4B) shows a clustering between
the Altiplano and Plain wing shapes, but different from the High Mountain shape.
Landmark 7 tends to stretch the shape upward and to the left, while landmark 13 stretches
the downward shape of the altiplano group. However, in the High Mountain shape,
landmarks 14 and 15 stretch the shape up and to the right, being this the most different
shape, although it is more subtle than that observed in the forewings, making the posterior
wings less explanatory (Fig 6B).

Discussion

Understanding species adaptation to extreme environment like the Altiplano is
fundamental to understand its natural and evolutionary history. This research is the first
approach to incorporate geometric morphometric and genetic tools to understand V.
carye’s wWing shape adaptation to extreme altitude. The main results showed low levels of
wing shape differentiation. However, subtle differentiations associated with the altitudinal
gradients of the analyzed localities were detected. In this sense, V. carye anterior wings
were observed to be more sensitive to morphological changes than the posterior wings.

The anterior wing shape variation may be explained by the greater selective pressure and
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adaptation that the anterior wings of butterflies have to face (Altizer and Davis, 2010;
Flockhart et al., 2017; Owens et al., 2020), since it is a trait considered fundamental for
flight (Altizer and Davis, 2010; Flockhart et al., 2017; Taylor-Cox et al., 2020) directly
interacting with the wind. The posterior wings have a stabilizing and gliding function (e.g.
search for oviposition sites), as well as providing sufficient aerodynamic performance for
fast maneuvers (e.g. escape from predators) (Le Roy et al., 2019). Different studies have
shown that migratory butterflies have more elongated anterior wings, as in the case of the
monarch butterfly, a trait that could be associated with a lower energy cost (Taylor-Cox
et al., 2020) and low wing loading (wing area to body mass ratio) (Flockhart et al., 2017).
The latter being related to butterflies with long-distance flights and migratory species
(Altizer and Davis, 2010; Flockhart et al., 2017). Our results would be a first insight to
show similar relationships in V. carye because the overall shape of its anterior wings is
elongated with subtle differences that do not change the shape significantly.

According to Jantzen & Eisner (Jantzen and Eisner, 2008), posterior wings are not
essential for flight in Lepidoptera, which could explain the low morphometric variability
found in the V. carye populations. However, small modifications in the anterior wings of
V. carye could be favoring flight performance, and the generalist morphological pattern
with its own differences (small modifications) may help these individuals to cope with the
extreme conditions of the Altiplano without affecting their efficiency. When evaluating
the allometric relationships in size (centroid size) and wing shape, these showed to be
unrelated, so this could suggest that this character could have been selected and fixed in
the Altiplano populations of V. carye. This is one of the characteristics of migratory
species as a possible panmictic population.

The genetic results suggest high levels of gene flow between localities of V. carye in the
highlands, so there is no phylogeographic structuring, which may contribute as evidence
of migration in V. carye and agrees with the minimal morphometric changes detected with
GM tools. It should be noted that those minimal morphometric modifications evidenced
with GM may be supporting the hypothesis of multiple migratory routes, as the case of

the monarch butterfly with different migratory routes exhibiting wing phenotypes
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associated with these routes (Altizer and Davis, 2010; Flockhart et al., 2017), but without
genetic differentiation (Lyons et al., 2012). A high gene flow and subtle morphological
modifications have been documented in migratory species such as the bird Phylloscopus
trochilus (Bensch et al., 1999), and the bat Tadarida brasiliensis mexicana, the latter with
four migratory routes and no genetic differentiation (Russell et al., 2005).

The mitochondrial gene Cytochrome oxidase | (COI) was selected to have a first approach
to the genetic diversity and genetic structure of the V. carye populations studied. This
molecular marker has been useful for species identification and genetic diversity studies
(Arif and Khan, 2009). It is important to note that the genetic results confirm the first
indications of a panmictic population; however, future studies with high-resolution
markers at a finer scale could better support a migratory hypothesis in V. carye (SNP’s,
whole genome). Despite the lack of genetic evidence to support differentiated groups or
populations in V. carye, geometric morphometric analyses were able to elucidate
differences: on the one side, the Plain with elongated wing shapes, corresponding to the
coastal and plain populations, where elongated wings allow better use of winds for a more
efficient flight; on the other side, when the altitude pattern was observed, both the anterior
and posterior wings tended to have more globular configuration of landmarks at higher
altitudes. The globular wings may provide better flight efficiency in higher altitude sectors
where winds are stronger, among other environments, since this trait is common in flying
migratory species (Flockhart et al., 2017; Lockwood et al., 1998; Lyons et al., 2012).
Finally, it was observed that specimens analyzed at higher altitudes have less pronounced
wing margins, which may prevent rapid wing deterioration due to strong winds. More
pronounced margins could allow them to take advantage of coastal winds efficiently.
There are several studies of aerodynamics on butterflies (Bode-Oke and Dong, 2020;
Sane, 2003); however, these do not evaluate differences in wing margins within the same
species.

Our results use two morphological approaches to answer the question of shape variation,
a first an preliminary observation of the wing shape using a PCA where shape was noticed

to not change very much between groups, PCA do not incorporate any statistical approach
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to find differences between groups, nevertheless is the main analysis of geometric
morphometrics to identify shape differences and variation between analyzed groups, on
the contrary the CVA use a discriminant function to use the maximum variation of the a
priory selected groups to use this maximum variation to create the discrimination axes of
the CVA (Campbell and Atchley, 1981; Klingenberg and Monteiro, 2005), analysis that
allowed us to identify the geographical groups.

With the results observed in the CVA, we could consider the possibility of the existence
of two routes, a "coastal” and the one in the "altiplano”, although the general morphology
of analyzed samples has almost no changes. The coastal route may correspond to the Plain
and the altiplano route may correspond to the Altiplano + High Mountain groups. Our
results are coincident with Danaus plexippus, which presents two lineages and routes with
morphological differentiation in their forewings (Lyons et al., 2012).

Studies associated with the distribution of V. carye (Benitez et al., 2019) show that this
species can fly without apparent problems at the highest recorded altitude of the genus at
5200 m.a.s.l (possibly up to 6000 m.a.s.l), surpassing V. atalanta that has been recorded
at 3000 m.a.s.l. Therefore, this study marks the first precedent of migratory tendency in
V. carye for the altiplanic zone of northern Chile, providing the first indications of genetic
panmixia of a large and broad altiplanic population. Geometric morphometrics has rarely
been used as a tool to evaluate migration in insects and this work is the first to quantify
the wing shape for a nominal migratory species of Lepidoptera. Finally, in the genus
Vanessa globally, migratory species have not recorded morphological or genetic
differences for different migratory routes, so V. carye would be the first species of the
genus with results that could confirm two distinct migratory routes. Future studies are
required where genomic and stable isotope approaches, plus the breadth of the geographic
range are combined to confirm with certainty the migratory behavior of the butterfly
species of the genus Vanessa with the widest South American distribution.
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Figure and Table legends

Figure 1: Map of the Vanessa carye sampling localities: Map A represents all the points
of samples taken for this study, Map B represents samples from a section of the Chilean
Altiplano until 5200 m.a.s.l.

Figure 2: Graphical representation of the Anterior (left) and posterior (right) wings of

Vanessa carye with 16 and 15 landmarks correspondingly.

Figure 3. Haplotype network using the mitochondrial COI gene according to altitudinal

zones in the Altiplano.

Figure 4. Principal Component analysis (PCA) for A) anterior and B) posterior wing
determined by geographical areas. The point colors indicate the geographical areas where
they belong (Table 1); Blue: Plain (1500 m), Green: Altiplano (4535 m), and Brown:
High Mountain (5200 m).
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Figure 5: Canonical variate analysis (CVA) for A) anterior and B) posterior wing

determined by geographical areas. The point colors indicate the geographical areas; Blue:

Plain (1500 m), Green: Altiplano (4535 m), and Brown: High Mountain (5200 m).

Figure 6: Wing Average Shape between geographical area; A: Anterior Wing, B:

Posterior Wing, the colors indicate the geographical area; Blue: Plain (1500 m) Green:
Altiplano (4535 m), and Brown: High Mountain (5200 m).

Table 1. Sampling sites and their geographical classification (Plain: Plai, Altiplano: Alti,
High Mountain: Mont).

. : Altitude Geographical
Region Locality (masl) classification
Arica_y Azapa 270 Plai
Parinacota Codpa 1865 Alti

Timar 2365 Alti
Socoroma 3073 Alti
Ticnamar 3250 Alti
Belén 3267 Alti
Chapiquifia 3311-3365 Alti
Murmutani 3535 Alti
Putre 3544-4000 Alti
Misitune 4500 Mont
Lago Chungara 4535 Mont
Laguna Sorapata 5200 Mont
Tarapaca Iquique 0-110 Plai
Huara 1100 Plai
Tarapaca 1397 Plai
Chusmiza 3279 Alti
Quebrada 3350 Alti
Copaquilla
Enquelga 3943 Alti
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Canonical variate 2
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Figure 6
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