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ABSTRACT
Morphometric analysis of four sympatric species of the genus Anacroneuria (Plecoptera: Perlidae)

Four sympatric species of stoneflies were evaluated (A. chorrera, A. tachira, A. cacute, and A. paleta) with morphometric
analysis to estimate their differentiation through changes in shape. Results indicated no significant variance in form, showing
morphological homogeneity explained by phenotypic integration resulting from the ecological similarity. Additional studies
with non-traditional tools may help to delimit these species.
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RESUMEN
Andlisis morfométrico de cuatro especies simpatridas del género Anacroneuria (Plecoptera: Perlidae)

Se evaluaron cuatros especies simpatridas de plecopteros (A. chorrera, A. tachira, A. cacute y A. paleta) con andlisis mor-
fométricos para estimar su diferenciacion mediante cambios de forma. Los resultados indican no significativa varianza en la
forma, mostrdandose homogeneidad morfologica explicada por integracion fenotipica derivada de la similaridad ecologica.

Estudios adicionales con herramientas no tradicionales, podrian ayudar a delimitar estas especies.

Palabras clave: Integracion fenotipica, morfometria, Plecoptera, Venezuela.

INTRODUCCION

Las caracteristicas morfoldgicas y ecoldgicas que
definen a un individuo pueden ser correlaciona-
das dado el resultado de las presiones selectivas
y las adaptaciones fenotipo, genotipo y ambien-
te. La morfologia determina muchas caracteristi-
cas ecoldgicas, tal como la alimentacién o el
rendimiento del aparato locomotor (Losos, 1990;
Wainwright, 1994; Smith & Van Buskirk, 1995).
Mientras, que los factores ecoldgicos pueden
inducir cambios fenotipicos (Travis, 1994; Smith &
Van Buskirk, 1995) y conducir a la diferenciacion,

divergencia y evolucion adaptativa de los rasgos
morfoldgicos (Losos, 1990; Schluter & McPhail,
1992; Snorrason et al., 1994; Westneat, 1995).

Esta relacion ecomorfoldgica (Motta & Kotrs-
chal, 1992) a menudo puede inferirse a través de
la forma y el tamafio de los organismos, utilizan-
do herramientas morfométricas (Ricklefs & Mi-
les, 1994). El tamaifio del cuerpo es uno de los ca-
racteres fenotipicos utilizados con implicaciones
en la historia de vida (ecologia y biogeografia),
fisiologia, capacidad bioldgica (fitness), uso del
recurso, relaciones presa-predador y comporta-
miento (Atkinson, 1994). Sheldon (1968) sugiere



248 Gamboa y Arrivillaga

que la variacién del tamafio entre los individuos
de una especie o entre especies relacionadas, mo-
dula la competencia intra e interespecifica y una
reparticion del recurso més eficiente.

La aplicabilidad de herramientas morfométricas
en el estudio de insectos, se ha basado en la eva-
luacién métrica de las partes duras del exoesque-
leto, las cuales no presentan cambios de forma
(Tierno de Figueroa & Sanchéz-Ortega, 2004).

En el caso de Plecoptera, especificamente en
individuos del genero Anacroneuria, con un total
de aproximadamente 300 especies descritas hasta
el momento (Stewart & Stark, 2002), la identifi-
cacion ha estado basada en la genitalia del adul-
to (Stark, 1999), con algunas asociaciones entre
ninfas, al igual que el resto de generos descri-
tos para el orden. Sin embargo, la existencia de
una baja variabilidad morfoldgica presente en los
adultos de distintas especies, se ha propuesto la
existencia de especies hermanas (Stark, 1998) y
complejo de especies (Stark & Sivec, 1998; Stark
& Zuiga, 2002). Por lo que se hace necesaria
la bisqueda de caracteres adicionales, para lo-
grar la mejor identificacidn, delimitacién y vali-
dacioén entre las especies ya sean en estado adulto
como en estados inmaduros.

Existen estudios biométricos para los plecop-
teros, los cuales han sido realizados en estados
inmaduros (ndyades) para estudios del ciclo de
vida, en donde la varianza de tamano mediante
medidas corporales por el crecimiento, permite
determinar estadios de vida (Zwick, 1991; Beer-
Stiller & Zwick, 1995; Froehlich, 1999; Tierno
de Figueroa & Loépez-Rodriguez, 2005).

Sin embargo, la morfometria tradicional ba-
jo los enfoques convencionales, no considera
la informacién de las relaciones entre las va-
riables medidas, por lo que no permite hacer
estimaciones propias de la forma y cambios
conformacionales (Rohlf, 2002), lo que hace ne-
cesario incorporar herramientas y enfoques de la
morfometria geométrica.

La morfometria geométrica sefiala que la for-
ma es una funcién de las posiciones relativas de
los hitos morfoldgicos. Matematicamente, la for-
ma consiste en las propiedades de las coordena-
das del hito que son invariantes a los efectos de
tamarfio, traslacion y rotacién del objeto (Books-

tein, 1996) y estos hitos o puntos deben indicar
la ubicacion de la misma caracteristica anatémi-
ca en diferentes especimenes, asi, las estructuras
deben ser homélogas (Bookstein, 1994).

En insectos, existen varios autores que utili-
zan esta herramienta para la identificacion y di-
ferenciacion de especies o poblaciones (Dujardin
et al., 1999; Dujardin & Le pont, 2000; Matias et
al.,2001; Riva et al., 2001; Jaramillo et al., 2002;
Monrroy et al., 2003; Gamboa et al., 2007).
Pero no existen estudios de morfometria geomé-
trica, ni comparaciones de ésta con la morfo-
metria tradicional en plecépteros.

Para el género Anacroneuria, no hay regis-
tros de mediciones corporales para distinguir o
caracterizar especies. En este estudio, se preten-
de evaluar caracteres morfométricos, tanto tradi-
cionales como geométricos de cuatro especies de
plecopteros (Anacroneuria chorrera Stark 1995,
Anacroneuria cacute Maldonado, Stark y Cressa
2002, Anacroneuria tachira Stark y Zuaiiga 2002
y Anacroneuria paleta Stark 1995) en simpatria,
para establecer un método alternativo al estudio
taxondmico de estas especies. Estas cuatro espe-
cies han presentado solapamiento en sus dietas
(Gamboa et al. 2009a) y en su ecologia (Gam-
boa et al. 2009b) debido a su simpatria y proble-
mas taxondmicos debido a caracteres morfoldgi-
cos similares (Maldonado et al. 2002), por lo que
han sido consideradas para este estudio.

MATERIALES Y METODOS

Area de estudio

Este estudio fue realizado en el rio La Picon
(8°37"-8°39'N y 71°1’-71°5'W) de la Cordillera
de los Andes del estado Mérida, el cual esta situa-
do al suroeste del territorio venezolano y abarca
una superficie de 11300 km?, a 2274 m.s.n.m.,
localizado cerca del sector La Mucuy (Pérez,
2002). Este rio es un tributario importante del
rio Chama y drena en un bosque himedo de alta
montafia con un régimen climético bimodal.

Un total de 80 ninfas maduras del genero
Anacroneuria fueron colectadas, usando una red ti-
po D en cuatro esfuerzos de muestreo en la estacion
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seca entre los meses de enero y febrero del 2008.
Veinte individuos de cada especie de plecoptero
fueron preservados en etanol al 80 % y llevados
al laboratorio, fueron identificados con las des-
cripciones de Maldonado (2002), Maldonado et
al. (2002), Stark (1995) y Stark y Zafiga (2002).

Morfometria tradicional

Se hicieron mediciones corporales con una re-
gla de 10 milimetros de longitud maxima, ba-
jo un microscopio estereoscopico de alta resolu-
cién y rendimiento 6ptico (Leica, modelo MZ125
y Wild M3, HEERBRUGG). A cada ndyade, se
midieron las siguientes variables: la longitud to-
tal del cuerpo, el ancho y largo cefélico, ancho
y largo del pronoto y ancho y largo de la pte-
roteca, para determinar la existencia de relacio-
nes entre las variables medidas y comparar el ta-
maifio entre las especies.

Andlisis univariado

Las medidas realizadas fueron tratadas a fin de
eliminar el efecto del tamafio isométrico y tra-
bajar con variables de conformacién, para esto,
todas las variables medidas se normalizaron por
el logaritmo en base 10 y fueron promediados a
fin de obtener un estimador de tamafio (ET) para
cada individuo independientemente del grupo ta-
xondmico, éste se obtuvo del promedio de todas
las variables mediadas por individuo. La diferen-
cia entre el ET y el valor de la variable por ca-
da individuo fue utilizada para construir una nue-
va matriz de datos libres de tamafio isométrico
(Arrivillaga et al., 1999; Dujardin et al., 1999;
Dujardin & Le pont, 2000).

Para cada grupo de poblaciones pertenecien-
tes a cada especie se estimé el promedio de cada
variable estudiada. Para el conjunto de los datos
por variable se estim6 un promedio total, asi co-
mo la desviacion estdndar. Luego, para cada va-
riable se graficé la diferencia de los promedios de
cada grupo con el promedio total, dividido por la
desviacidn estandar total (desvr):

Mg — Mt

= +variacion
desvt

Con el fin de determinar caracteres diagnosti-
cos para cada especie (perfiles de Guillaumin,
Guillaumin, 1972).

La regresion lineal (Microsoft Office Excel
2007) se realizé comparando cada par de estructura
medida, en cada una de las especies de plecopteros.

Andlisis multivariados

Con la nueva matriz de datos normalizados sin
la variable isométrica, se realiz0 un analisis
de componentes principales en funcién de la
matriz de varianza-covarianza (Microsoft Offi-
ce Excel 2007), a fin de determinar las dife-
rencias entre las poblaciones independientes de
la variable de tamaiio y la contribucién de ca-
da variable a las diferencias. El anélisis de CP
fue realizados en el programa estadistico Past
version 1.42 (Hammer et al., 2001).

Morfometria geométrica

Se tomaron fotografias a cada ndyades de las cua-
tro especies de plecopteros (A. cacute, A. tachira,
A. chorrera y A. paleta), usando una camara di-
gital Nikon Coolpix modelo 880 de 3,4 megapi-
xeles. Y a cada fotografia se colocaron 19 hitos
morfoldgicos de “tipo I’ en el contorno de toda la
superficie de la cabeza en vista ventral (Fig. 1).
Las coordenadas de los hitos fueron digitali-
zadas usando el programa informatico TPS dig

Figural. Localizacién de hitos morfoldgicos tipo I en la vista
dorsal de la cabeza del plecéptero. Localization of type I mor-
phological landmarks on the dorsal view of the head of the sto-

nefly.
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(versidn 1.5; Rohlf, 1997), y se comprobé que los
organismos estdn lo suficientemente cerca en el
espacio de Kendall para ser proyectados en un es-
pacio lineal tangente con el programa informati-
co TPS small (Rohlf, 1998b).

La configuracién de los hitos fueron traslada-
dos, estandarizados al tamafio del centroide y ali-
neados a través de andlisis de procrustes genera-
lizados (GPA, Rohlf & Slide, 1990), usando el
programa informatico TPS relw (Rohlf, 2003). Una
vez eliminados los efectos de posicion, orientacion
y escala, se divide la variacién en un componente
uniformey un componente no-uniforme, para ello
se utilizé el método de la inspeccién visual de
las placas delgadas (thin-plate spline) (Books-
tein, 1991; Rohlf & Marcus, 1993). También se
realizé un analisis de deformaciones relativas (re-
lative warps), que es una andlisis de componentes
principales de las deformaciones parciales (par-
tial warps, variables de forma obtenidas con el
método de thin-plate spline) (Bookstein, 1991).

Con el programa informdtico TPS relw
(Rohlf, 2003) se obtuvieron los andlisis de las de-
formaciones relativas (relative warps) y el com-
ponente principal de la matriz de energia de ple-

gamiento (thin-plate spline), para que con los
autovectores y autovalores de conformacion de
la matriz de energia de plegamiento con un
a = 1, se observen las distribuciones de las con-
formaciones mediante un anélisis de componen-
tes principales de la variacién en la forma. Fi-
nalmente, con el programa informatico TPS regr
(Rohlf, 1998a) se obtuvieron tanto los andli-
sis estadisticos multivariantes como los andlisis
de regresion de los datos y con el programa
TETwin, (Dujardin, 2002b) se transformaron los
datos de formato .tps a formato .format, pa-
ra que con el programa MOGwin (Dujardin,
2002a) se observaran la dispersion en el espacio
de los individuos (Dujardin, 2002c).

RESULTADOS

Morfometria tradicional
Andlisis univariado

Las relaciones de tamaio de las partes del cuerpo
fueron similares para las cuatro especies (Fig. 2).

Perfiles de Guillaumin
\ 2

A. chorrera \ /
-3 ‘..-' '&. ::'.'
4 / 5 _.':
A. cacute I'-. _:'
-5 ‘f:

-6

A. tachira

Atr

A. paleta ".'

Figura 2. Perfil de caracteres diagndsticos para cada especie de plecdptero en estudio. Variables: longitud total (TL), longitud de
la cabeza (LC), longitud del pronoto (Lp), longitud de la pteroteca (Ltr), anchura de la pteroteca (Atr), anchura de la cabeza (AC)
y anchura del pronoto (Ap). Profile of diagnostic characters for each of the species of stonefly studied. Variables: total length (TL),
head length (LC), pronotum length (Lp), pteroteca length (Ltr), pteroteca width (Atr) head width (AC), and pronotum width (Ap).
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El largo de la cabeza (LC), el largo del prono-
to (Lp) y el largo (Ltr) y el ancho (Atr) de la
pteroteca, son las estructuras que presentan ma-
yor tamafio con respecto al cuerpo; en cambio, el
ancho de la cabeza (AC) y el ancho del pronoto
(Ap), sonlas estructuras sin cambio aparente de
tamaiio a medida que crece el individuo o son las es-
tructuras de menor tamafio con respecto al cuerpo.

La especie A. cacute, presenta una distribu-
cion similar a las otras especies, pero con ma-
yores signos de deformaciones de la forma, tal
como se observar en la figura 2, todas las estruc-
turas morfoldgicas medidas para esta especie se
encuentra en los extremos con respecto al resto
de especies estudiadas.

Los perfiles de Guillaumin establecen que las
cuatro especies no tienen distincién entre ellas.
La regresion (Tabla 1) concuerda con esto, ya que
los valores son cercanos a 1, donde no existen
diferencias entre las estructuras.

Andlisis multivariados

La no distincién de las especies mediante el ané-
lisis univaridos es observada igualmente, por el
analisis multivariado. El andlisis de componen-
tes principales no muestra diferencias para las
cuatro especies (Fig. 3).

A. tachira .

Tabla 1. Regresion lineal de cada una de las estructuras me-
didas en las cuatro especies de plecopteros. Linear regression of
each of the structures measured on the four species of stoneflies.

A. chorrera A. tachira A. paleta A. cacute
LCvs AC 0.95 0.76 091 0.82
Lp vs Ap 0.90 0.73 0.96 0.86
Ltr vs Atr 0.94 0.85 0.93 0.90
LT vs LC 0.92 0.76 0.79 0.73
LT vs AC 0.93 0.88 0.85 0.80
LT vs Lp 0.90 0.77 0.87 0.70
LT vs Ap 0.90 0.71 0.78 0.79
LT vs Ltr 091 0.76 0.87 0.86
AC vs Ap 0.94 0.82 0.92 0.97
LT vs Atr 0.90 0.85 0.89 0.71

EL ACP muestra que la contribucién del compo-
nente principal 1 es del 42 % de la varianza de la
data y el componente principal 2 es 28.056 % de
la varianza de la data y corresponden al largo de
la cabeza (LC) y al largo de la pteroteca (Ltr)
respectivamente. E1 CP3 corresponde al 10 % de la
varianza de la data y representa el ancho de la ptero-
teca (Ap), siendo estos tres compontes un 80.056 %
de la varianza de la data, lo cual corresponde
a lo observado con los perfiles de Guillaumin.

Tanto los andlisis uni- como multivariados
de variables lineales, no contemplan la dife-
renciacion de las especies.

A. paleta

A. chorrera

7

-200

--400

Component 2
o
(o |
o

-640/

Component 1

Figura 3. Andlisis de componentes principales construidos con las variables (caracteres) escogidos. Principal component analysis

constructed with the chosen variables (characters).
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Morfometria geométrica

En la figura 4, se muestra la dispersion de los dos
primeros warps relativos (71 % del total de va-
riacién) y las rejillas de deformacidn relativas a
la mayor deformacién encontrada. Los warps re-
lativos muestran la separacién de dos grupos de
especies: Grupo 1-A. chorrera 'y A. paleta; Grupo
2-A. tachira y A. cacute.

Las rejillas de deformacién muestran que el
cambio de la forma estd relacionado con la re-

gién de los ocelos (hitos 1, 2 y 13, 14), para el
Grupo 1 la deformacién es mds grande con res-
pecto a la deformacién encontrada en el Grupo
2. Adicionalmente, el clipeo (hitos 6, 7y 8, 9) es
mas alargado por el Grupo 2 que para el Grupo 1.

Las pruebas estadisticas multivariantes
muestran que no existen diferencias significa-
tivas entre las especies (Tabla 2). El analisis
discriminante analizado para maximizar las
diferencias entre los grupos de especies y
observar si se forman las especies propuestas

A. cacute

68
79

63

A. chorrera

A. paleta

Figura4. Grifico de dispersion (ACP) del primer y segundo score de los “warps” parciales. Las rejillas muestran los cambios de la
forma de las cuatro especies. Scatter plot (ACP) of the first and second score of the partial “warps”. Grids show the shape changes

of the four species.
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Tabla 2. Pruebas estadisticas multivariantes de los GPA. GPA multivariate statistical tests.
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Estadistica Valores Fs df1 df2 Prob
Wilks® Lambda 0.24467785 7.718 34 85.0 1.235E-014
Pillai’s trace 0.75532215 7.718 34 85.0 1.235E-014
Hotelling-Lawley trace 3.08700665 7.718 34 85.0 1.235E-014
Roy’s maximum root 3.08700665 7.718 34 85.0 1.235E-014

originalmente, sefiala un solapamiento de las
conformaciones obtenidas de los individuos
para cada especie de plecéptero analizado, lo
que corrobora con los andlisis estadisticos que
no existen diferencias significativas entre las
especies en la estructura morfoldgica escogida.

DISCUSION

Morfometria tradicional

Para el andlisis morfométrico se pudo eliminar
los cambios de tamaio inducidos por el ambien-
te a fin de obtener variables métricas indepen-
dientes del tamafio isométrico entre los caracteres
homdlogos elegidos, esto permitié evidenciar la
existencia de diferencias métricas, las cuales pue-
den ser consideradas como caracteres diagnésti-
cos para describir las especies taxondmicamente.
En este estudio, el perfil de caracteres diagnésti-
cos para cada especie asi como los andlisis es-
tadisticos no generaron diferencias significativas.

Hasta ahora, no han habido estudios biométri-
cos en nayades de plecdpteros que sean indica-
tivos de diferenciacion taxondémica, simplemente
los estudios han estado basados en la ontogenia
y en el establecimiento de instares entre espe-
cies (Zwick, 1991, 1992; Beer-Stiller & Zwick,
1995). Maldonado (2002), con las mismas cuatro
ndyades de plecopteros, estudia las variablesmor-
fométricas de adultos y ninfas y su relacién con la
altitud. Este autor encuentra que no existe correla-
cién entre las variables morfométricas y la variable
ambiental, debido a la variabilidad interespecifica
existente y recomienda la medicion de la mayor
cantidad de variables morfométricas posibles.

En el sitio de colecta, estudios de caracteri-
zacion ecoldgica indican similares requerimien-
tos ambientales para las cuatro especies en el

drea de simpatria (Maldonado, 2002; Gamboa et
al., 2009b). Esto puede ser explicado porque en
ambientes acudticos, las presiones selectivas no
generen cambio de la forma a nivel morfoldgi-
co y por ende el andlisis no muestra diferen-
cias significativas entre ellas, explicado por una
integridad fenotipica (Schlichting & Pigliucci,
1998; Wagner & Schwenk, 2000) a pesar de su
diferenciacion morfologica.

Morfometria geométrica

Los hitos morfolégicos escogidos incluyen carac-
teres que son localizados en la cabeza y que des-
criben la forma de la estructura que mayormente
es utilizada para la clasificacién taxonémica debido
a patrones de coloracion (Stewart & Stark, 2002).

Debido a que se le da mas peso a la varia-
cién en pequefia escala (variacién en la posi-
cion relativa de los hitos morfolégicos que estan
cercanos entre si) que a la variacién a gran es-
cala (variacion entre los especimenes en la po-
sicién relativa de los hitos morfolégicos sepa-
rados ampliamente) (Bookstein, 1991; Rohlf et
al., 1996), la morfometria geométrica revela di-
ferencias intraespecificas en la forma inferior de
la cabeza, donde se encuentran los ocelos y los
ojos, mostrando variaciones en la forma y cam-
bio de conformacién de las 4 especies, agru-
pandolas en dos grupos distintos.

La distincién de especies en simpatria me-
diante esta herramienta morfométrica ha sido
de gran ayuda en los estudios de vertebrados
(Adams & Rohlf, 2000) como en invertebrados
(Giri & Collins, 2004), donde encuentran impor-
tantes cambios anatémicos basados en cambios
de forma producto de explicaciones ecoldgicas y
mostrando el ejemplo, de como la morfometria
geométrica puede ser util para la identificacién
de especies dentro de poblaciones.
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Los analisis estadisticos multivariantes, de regre-
sion y discriminantes aplicados en este estudio,
demuestran que las cuatro especies de plecopte-
ros, estdin muy relacionadas morfométricamente
entre si debido a la homogeneidad morfolégica
que presentan (P > 0.001), tal como es demos-
trado en otros grupos de organismos (Adams &
Funk 1997; Murat et al., 2007).

Vidal et al. (2005), sefiala que la homogenei-
dad morfoldgica encontrada por especies simpa-
tridas, estd asociada con el habitat tipico utiliza-
do por la especie. En los plecopteros en estudio,
su condicion de hemimetabolos, las caracteristi-
cas del habitat similares (Maldonado, 2002), la
simpatria y su estadia permanente en estado nin-
fal en el sistema de agua dulce, pudiera estar
generado similaridad morfolégica y la no deli-
mitacién clara de las especies.

En conclusion, ambas técnicas morfométri-
cas concuerdan con la existencia de la homoge-
neidad morfoldgica entre las cuatro especies de
plecdpteros, reflejando la integracion fenotipica
del genero Anacroneuria por la baja covarianza
y el compartir los mismos mecanismos de repro-
duccién y similaridad ecoldgica. La herramienta
morfolégica geométrica, debido a su distincién
especifica de caracteres, permitié establecer una
separacion de dos grupos, los cuales deben ser
confirmados con otras herramientas taxondmi-
cas, como por ejemplo, a escala molecular.
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