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It is that range of biodiversity that
we must care of — the whole thing —
rather than _just one or two stars.

Sir David Attenborough
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localidades.
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Figura 4.8 Identificacion taxonémica y diversidad de secuencias cloroplasticas
psbA-trnH amplificadas a partir del ADN total de seis especies de Chrysomelidae.
Los diagramas superiores (en el caso de Alticinae) o el de la izquierda (en el caso
de P. alutacea) muestran los datos obtenidos a partir de la re-amplificacion de
bandas cortadas. Los diagramas inferiores (Alticinae) o el de la derecha (P. alutacea)
muestran aquellos resultados de secuenciacion directa. Las inferencias obtenidas
tras la descontaminacién de los especimenes se muestran en sombreado. Se
reporta el numero de secuencias obtenidas para cada asignacién taxonémica, sea al
aplicar el protocolo de esterilizacion (resaltado en negrita) o sin tratamiento previo.
Con un asterisco se sefialan las familias de plantas reconocidas en la bibliografia
como hospederas de las respectivas especies de crisomélido. Las inferencias
etiquetadas como “Lamiaceae*” corresponden al grupo Ditex spp., pero la
inferencia segun el criterio estricto de BAGpipe fall6 en la asignacion taxonémica.
Se utilizaron diferentes colores para identificar las familias botanicas, y aquéllas
que no estan mencionadas en alguno de los diagramas se muestran en la leyenda.

Figura 4.9 Graficas bi-dimensionales del analisis de correspondencia canénico de
acuerdo a los tres primeros ejes de ordenacion de los datos de inferencia de dietas
de ocho especies de crisomélido. Se proyectan las variables explicativas
consideradas en el estudio: (a) especie, (b) tratamiento aplicado en laboratorio
(muestras nativas o descontaminadas), y (c) tipo de amplificacion de los
fragmentos cloroplasticos (directa o con re-amplificacién). Las cruces rojas
muestran las coordenadas de la variable de respuesta (species scores en CCA) y los
circulos representan los promedios ponderados de los individuos (size scores en
CCA). Resultados basados en 999 permutaciones y escalamiento 1.

Figura 4.10 Representacién grafica de las interacciones identificadas entre
escarabajos herbivoros de la subfamilia Cassidinae (derecha) y su inferencia de
plantas hospederas (izquierda), agrupadas por familia botanica, en la Reserva
Miraflores-Moropotente. Los hispinos se representan en cajas negras y los
cassidinos en gris y el numero de especie es el mismo usado en el Apéndice IV.
Las lineas que unen insectos y plantas indican que la interaccién se ha establecido
para un tnico individuo de la especie; si son varios, se indica la frecuencia de la
interaccién en un circulo. Los resultados completos de asignacién taxonémica de
las dietas se encuentran en el Apéndice IV. La leyenda de colores de las familias
botanicas se muestra en el Apéndice V.

Figura 4.11 Representacién grafica de las interacciones identificadas entre
escarabajos herbfvoros de la subfamilia Galerucinae s. /Z: galerucinos (izquierda),
alticinos (derecha) y su inferencia de plantas hospederas (centro) agrupadas por
familia botanica en la Reserva Miraflores-Moropotente. Los galerucinos se
representan en cajas negras y los alticinos en gris y el numero de especie es el
mismo que el usado en el Apéndice IV. Las lineas que unen insectos y plantas
indican que la interaccion se ha establecido para un unico individuo de la especie;
si son varios, se indica la frecuencia de la interaccién en un circulo. Los resultados
completos de asignacion taxondémica de las dietas se encuentran en el Apéndice
IV. La leyenda de colores de las familias botanicas se muestra en el Apéndice V.
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Figura 4.12 Representacién grafica de las interacciones identificadas entre
escarabajos herbivoros de la subfamilia Cassidinae (izquierda) y Galerucinae s. /
(derecha) y sus inferencias de plantas hospederas (centro) agrupadas por familia
botanica en la Reserva Natura. Los hispinos y galerucinos se representan en cajas
negras y los alticinos y cassidinos en gris, y el numero de especie es el mismo que
el usado en el Apéndice IV. Las lineas que unen insectos y plantas indican que la
interaccién se ha establecido para un unico individuo de la especie; si son varios,
se indica la frecuencia de la interaccién en un circulo. Los resultados completos de
asignacion taxonomica de las dietas se encuentran en el Apéndice IV. La leyenda
de colores de las familias botanicas se muestra en el Apéndice V.

Figura 4.13 Representacién grafica de las interacciones identificadas entre
escarabajos herbivoros de la subfamilia Cassidinae (izquierda) y Galerucinae s. /
(derecha) y sus inferencias de plantas hospederas (centro) agrupadas por familia
botanica en la Reserva Domitila. Los hispinos y galerucinos se representan en cajas
negras y los alticinos y cassidinos en gris y el numero de especie es el mismo que el
usado en el Apéndice IV. Las lineas que unen insectos y plantas indican que la
interaccién se ha establecido para un unico individuo de la especie; si son varios,
se indica la frecuencia de la interaccién en un circulo. Los resultados completos de
asignacion taxonomica de las dietas se encuentran en el Apéndice IV. La leyenda
de colores de las familias botdnicas se muestra en el Apéndice V.

Figura 4.14 Representacion grafica de las interacciones identificadas entre
escarabajos herbivoros de la subfamilia Cassidinae (derecha) y su inferencia de
plantas hospederas (izquierda) agrupadas por familia botanica en la Finca Sierra
Serena. Los hispinos se representan en cajas negras y los cassidinos en gris y el
nimero de especie es el mismo que el usado en el Apéndice IV. Las lineas que
unen insectos y plantas indican que la interaccién se ha establecido para un unico
individuo de la especie; si son varios, se indica la frecuencia de la interacciéon en un
circulo. Los resultados completos de asignaciéon taxonémica de las dietas se
encuentran en el Apéndice IV. La leyenda de colores de las familias botanicas se
muestra en el Apéndice V.

Figura 4.15 Representacién grafica de las interacciones identificadas entre
escarabajos herbivoros de la subfamilia Galerucinae s. / y su inferencia de plantas
hospederas (centro) agrupadas por familia botanica en la Finca Sierra Serena. Los
galerucinos (izquierda) se representan en cajas negras y los alticinos (derecha) en
gris, y el numero de especie es el mismo que el usado en el Apéndice IV. Las lineas
que unen insectos y plantas indican que la interaccién se ha establecido para un
unico individuo de la especie; si son varios, se indica la frecuencia de la interaccion
en un circulo. Los resultados completos de asignacién taxonémica de las dietas se
encuentran en el Apéndice IV. La leyenda de colores de las familias botanicas se
muestra en el Apéndice V.

Figura 4.16 Representacién grafica de las interacciones identificadas entre
escarabajos herbivoros pertenecientes a cuatro localidades de la subfamilia
Cassidinae (izquierda) y Galerucinae s. / (derecha) y sus inferencias de plantas
hospederas (centro) agrupadas por familia botanica. Se muestran las asociaciones
insecto-planta para las localidades: (A) Reserva Natural San Cristoébal-Casita, (B)
Reserva Natural Isla de Juan Venado, (C) Cruz Negra, y (D) Las Flores. Los
hispinos y galerucinos se representan en cajas negras y los alticinos en gris, y el
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nimero de especie es el mismo que el usado en el Apéndice IV. Las lineas que
unen insectos y plantas indican que la interaccién se ha establecido para un unico
individuo de la especie; si son varios, se indica la frecuencia de la interaccién en un
circulo. Los resultados completos de asignacion taxonémica de las dietas se
encuentran en el Apéndice IV. La leyenda de colores de las familias botanicas se
muestra en el Apéndice V.

Figura 4.17 Representacién grafica de las interacciones identificadas entre
cassidinos (izquierda) y Galerucinae s. L (derecha) y sus inferencias de plantas
hospederas (centro) agrupadas por familia botanica en el Jardin Botanico de Leon.
Los galerucinos se representan en cajas negras y los alticinos y cassidinos en gris, y
el nimero de especie es el mismo que el usado en el Apéndice IV. Las lineas que
unen insectos y plantas indican que la interaccién se ha establecido para un unico
individuo de la especie; si son varios, se indica la frecuencia de la interacciéon en un
circulo. Los resultados completos de asignaciéon taxonémica de las dietas se
encuentran en el Apéndice IV. La leyenda de colores de las familias botanicas se
muestra en el Apéndice V.

Figura 4.18 Representacién grafica de las interacciones identificadas entre
escarabajos herbivoros de la subfamilia Cassidinae (izquierda) y Galerucinae s. /
(derecha) y sus inferencias de plantas hospederas (centro) agrupadas por familia
botanica en la localidad de Cerro Negro. Los galerucinos e hispinos se representan
en cajas negras y los cassidinos en gris, y el numero de especie es el mismo que el
usado en el Apéndice IV. Las lineas que unen insectos y plantas indican que la
interaccién se ha establecido para un unico individuo; si son varios, se indica la
frecuencia de la interaccién en un circulo. Los resultados completos de asignacion
taxonémica de las dietas se encuentran en el Apéndice IV. La leyenda de colores
de las familias botanicas se muestra en el Apéndice V.

Figura 4.19 Representacién grafica de las interacciones identificadas entre
escarabajos herbivoros de la subfamilia Cassidinae (izquierda) y Galerucinae s. /
(derecha) y sus inferencias de plantas hospederas (centro) agrupadas por familia
botanica en la localidad de La Paz. Los galerucinos e hispinos se representan en
cajas negras y los cassidinos en gris, y el numero de especie es el mismo que el
usado en el Apéndice IV. Las lineas que unen insectos y plantas indican que la
interaccién se ha establecido para un unico individuo de la especie; si son varios,
se indica la frecuencia de la interaccién en un circulo. Los resultados completos de
asignacion taxonomica de las dietas se encuentran en el Apéndice IV. La leyenda
de colores de las familias botanicas se muestra en el Apéndice V.

Figura 4.20 Representacion grafica de las interacciones identificadas entre
escarabajos herbivoros de la subfamilia Cassidinae (izquierda) y Galerucinae s. /
(derecha) y sus inferencias de plantas hospederas (centro) agrupadas por familia
botanica en la localidad de Finca Escamequita. Los galerucinos e hispinos se
representan en cajas negras y los cassidinos en gris, y el nimero de especie es el
mismo que el usado en el Apéndice IV. Las lineas que unen insectos y plantas
indican que la interaccion se ha establecido para un unico individuo de la especie;
si son varios, se indica la frecuencia de la interaccion en un circulo. Los resultados
completos de asignacion taxonomica de las dietas se encuentran en el Apéndice
IV. La leyenda de colores de las familias botanicas se muestra en el Apéndice V.
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Figura 4.21 Inferencias de dieta (numero de especies distintas segun el criterio
estricto de BAGpipe) observadas de 257 especies de coledpteros del bosque seco
de Nicaragua. Se muestra la informaciéon de acuerdo a los grupos estudiados:
alticinos, cassidinos, galerucinos e hispinos. Se indica el nimero total de especies
de crisomélidos asociados al nimero de plantas que se han inferido como dieta
para cada especie.

Figura 4.22 Inferencia de dietas (numero de especies distintas segun el criterio
estricto de BAGpipe) observadas, tras ecliminar las observaciones tnicas,
considerando unicamente las inferencias de dieta provenientes de especies con dos
o mas ejemplares estudiados.

Figura 4.23 Analisis de componentes principales (PCA) sobre la matriz de
correlacién de 24 variables ambientales.

Figura 4.24 Proyeccién en tres dimensiones de los eigenvalores de los tres
primeros componentes, calculados a partir de PCA de variables ambientales de las
localidades de bosque seco de Nicaragua del estudio.
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INTRODUCCION






Prélogo

El bosque seco tropical, con una gran riqueza de especies y endemismos,
suele estar integrado en hofspots de biodiversidad, y debido a alteraciones
por actividades antropogénicas, ha sido catalogado como el bioma
terrestre mas amenazado del planeta. Se estima que a nivel global queda
menos de un 2% de su distribucién original, por lo cual su estudio es
prioritario para poder acometer su restauracion y conservacion. En este
proyecto de tesis, se estudié la diversidad de especies de crisomélidos
(Coleoptera: Chrysomelidae) y sus plantas hospederas en remanentes de
bosque seco tropical en Nicaragua, utilizando herramientas moleculares
que permiten acelerar el proceso de caracterizacion de estos componentes
de la biodiversidad. Especificamente, para analizar la diversidad de
crisomélidos, el trabajo se centré en dos subfamilias especialmente ricas
en especies, Cassidinae y Galerucinae sexsu lato, y se utilizaron secuencias
mitocondriales y métodos filogenéticos para la delimitaciéon de especies.
Los linajes evolutivos independientes que se identificaron fueron
contrastados con evidencia morfolégica. Adicionalmente, se aplicaron
metodologias moleculares para inferir las asociaciones tréficas de estos
insectos a partit de la amplificacion de secuencias cloroplasticas
provenientes de las plantas usadas como alimento, y cuyo ADN estaria
presente en las extracciones de ADN total de los animales. La
combinacién de informacién sobre las comunidades de escarabajos
herbivoros y sus asociaciones con plantas permitié una caracterizacion
detallada de dos componentes muy diversos del bioma estudiado.
Finalmente, se exploraron los potenciales factores ecologicos y
ambientales que podrian influir sobre la diversidad de crisomélidos del
bosque seco tropical en Nicaragua.






1.1 Sobre la diversidad biolégica

1.1.1 Antecedentes

Nada sobre el planeta Tierra es tan complejo y maravilloso como la
diversidad biologica. Durante los dramaticos 4,5 billones de afios del
planeta Tierra, se han producido significativos cambios bioldgicos,
climaticos y geolégicos que han modelado la diversidad de organismos
que observamos en la actualidad. Desde las primeras cianobacterias
aparecidas en la Era Neoarcaica, los trilobites y primeros peces del
periodo Cambrico, las primeras plantas terrestres del género Cooksonia
originadas en el periodo Siltrico, la aparicién de los primeros insectos en
el periodo Carbonifero, los mamiferos y reptiles que aparecieron
posteriormente en el periodo Triasico: todos los organismos que una vez
existieron o existen hoy en dfa, constituyen la diversidad biologica.

El término “diversidad biolégica” fue usado por primera vez en el
contexto de la conservaciéon por Ramyond F. Dasmann en 1968 e
introducido a la comunidad cientifica por Thomas Lovejoy en 1980. Sin
embargo, fue el famoso entomdlogo Edward O. Wilson quien popularizé
el término como su contraccién, Biodiversidad, en 1988. El término
Biodiversidad, en su sentido mas amplio es casi sinénimo de vida sobre la
Tierra (Fottit & Adler 2009) y abarca muchos aspectos: diversidad de
especies, diversidad de ecosistemas, diversidad de interacciones, diversidad
genética, etc., y aunque no hay una unica definicién, el Convenio de las
Naciones Unidas para la Diversidad Biologica (www.cbd.int) propone el
siguiente concepto:

“Por diversidad bioldgica se entiende la variabilidad de organismos vivos de cualguier
fuente, incluidos, entre otras cosas, los ecosistemas ferrestres y marinos y otros
ecosistennas acudticos, y los complejos ecoldgicos de los que forman parte; comprende la
diversidad dentro de cada especte, entre las especies y de los ecosistemas.”

A pesar de todos los esfuerzos que se han hecho en el transcurso de los
afios por catalogar a los seres vivos, la mayor parte de la biodiversidad aun
es desconocida para la Ciencia. Por ejemplo, si nos centramos en animales
vertebrados, los mamiferos, aves y anfibios estin relativamente mejor
catalogados y estudiados que otros grupos (Jenkins e @/ 2013), o las
mariposas en el caso de los invertebrados (Lewis & Senior 2011). Estudios
recientes han estimado que la diversidad global de especies estarfa entre
~5 * 3 (Costello ¢ al. 2013) y ~8,7 £ 1,3 millones de especies marinas y
terrestres (Mora ef al. 2011), de las cuales estarfan descritas ~1,6 millones



segun el Catalogo de la Vida (Roskov ez a/. 2015, Figura 1.1), siendo mas
de la mitad insectos. En términos generales faltarfa por descubrir y
describir el ~86 % de las especies del planeta (Mora ez al. 2011).

Virus

Algas'y
musgos
24.982

"

Bacterias, procariotas
y protozoos

17.969

Hongos

128.432

Plantas

vasculares
331.289

Otros

animales
295.839

Insectos
805.167

Figura 1.1 Numero total de especies conocidas y descritas para la Ciencia, agrupadas en
los grandes grupos principales. Fuente: Catdlogo de la Vida, lista del afio 2015 (Roskov e#
al. 2015).

Asi, aunque en la actualidad haya alrededor de un millén y medio de
especies formalmente descritas, se ha estimado que sélo para catalogar
todo el reino animal, se requerirfan 360 afios y costarfa 263 billones de
ddlares si se mantiene el ritmo actual de descripcién de especies (Carbayo
& Marques 2011). A esto se suma el hecho de que en muchos casos, las
claves taxonémicas de areas o grupos especificos son insuficientes o
inexistentes, existen especies morfolégicamente casi indistinguibles
(cripticas) y la literatura taxonémica a veces es contradictoria (Hoagland
1996). Para agravar la situacion, la tarea de catalogar las especies existentes
es mas urgente que nunca, considerando su extincién masiva causada
principalmente  por  presiones antropogénicas. La considerable
disminucién del nimero de taxénomos especialistas en los ultimos afios
(Agnarsson & Kuntner 2007), ha conducido a la comunidad cientifica a
reconocer que existe un “impedimento taxonémico” (Rodman & Cody
2003; Miller 2007). Para superatlo, se han explorado algunas alternativas,
como la propuesta de acelerar la evaluacion de la biodiversidad de Oliver
& Beattie (1996), pero con total seguridad, se requiere mas que nunca
desarrollar y emplear nuevos métodos y tecnologias eficientes para el
estudio de la biodiversidad.
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1.1.2 La especie como unidad fundamental de la

biodiversidad

La unidad fundamental de la biodiversidad es la especie. Su concepto, esto
es, qué es una especie, ha generado muchos debates y controversia ya
desde el siglo XIX, sin existir un consenso claro, y cuya concepcion suele
ir intimamente ligada al nivel de estudio que se quiere abordar:
poblacional, morfolégico, genético, evolutivo, taxonémico, etc. (Wheeler
& Meier 2000; De Queiroz 2007; Leliaert e a/. 2014). Tal ha sido el grado
de debate en el campo tedérico, que Mayden (1997) recopilé hasta 25
conceptos de especie, cada uno basado en diferentes requisitos que se
atribufan a la especie. Por ejemplo, las especies pueden describirse
siguiendo criterios que se basan especificamente en su ecologia, sus
caracteres morfoldgicos, o sus caracteristicas genéticas (Figura 1.2). En la
actualidad, la propuesta de un Concepto Unificado de Especie (Unified
Species Concept o USC; De Queiroz 2005), separa la parte tedrica comun de
los diferentes conceptos y considera que las especies son linajes
metapoblacionales separados evolutivamente, entendiéndose como linaje a
la sucesiéon ancestro-descendiente, y como metapoblacién, a una
poblacién formada por subpoblaciones interconectadas entre ellas. Sin
embargo, el hecho de que algunos grupos como las angiospermas, los
vertebrados o los insectos permiten hacer un diagnéstico taxonémico
directo a nivel de especie, mas certero que lo que sucede con otros
grupos, especialmente si son de morfologia similar (por ejemplo: protistas,
bacterias o virus), es un indicativo de que se requiere una taxonomia mas
integrativa que combine diferentes fuentes de informacién: morfoldgica,
geografica, ecoldgica, de reproduccién y molecular dentro de un marco
conceptual establecido para definir hipétesis de especies sélidas (De
Queiroz 2007; Padial ez a/. 2010).

Una de las tareas fundamentales de la Taxonomia ha sido reconocer las
especies en la Naturaleza y darles nombre para describir y catalogar a los
organismos que nos rodean. Hace mas de 250 afios, el naturalista sueco
Carl Linnaeus revolucioné la forma de catalogar a los seres vivos, al hacer
dos contribuciones muy significativas a esta disciplina. Su primera
contribucién, Systema Naturae (Linnaeus 1735), consistié en un sistema
jerarquico de clasificacién que agrupaba a los seres vivos en rangos
taxonomicos segun sus similitudes anatémicas, y que sigue utilizindose en
la actualidad. Su segunda contribucién (y complementaria a la primera) fue
el sistema binomial de nomenclatura, para dar un nombre tnico en latin a
cada especie, inicialmente aplicado a la descripcién de individuos del reino
vegetal en Species Plantarum (Linnaeus 1753), y posteriormente con



animales en la décima ediciéon de Systewa Naturae, en 1758. En la
actualidad, aplicando este sistema de nomenclatura, segun la ICZN
(International Commiission on Zoological Nomenclature) cada afio se describen
aproximadamente 16.000-20.000 especies animales nuevas para la Ciencia.

T Concepto Evidencia
1empo de especie biologica
Filogenético - - ADN monofilético
Biolégico - _ Aislamiento reproductivo
Ecolégico o Habitat diferente
Morfolégico i | Diferencias morfoldgicas

_  Diferente frecuencia
de alelos

Agrupamiento
genotipico

.-----------------------)

Figura 1.2 Esquema conceptual muy simplificado del proceso de especiacion, adaptado
de De Queiroz (2007) y Leliaert ef al. (2014). La zona gris representa etapas del proceso
de especiaciéon en el transcurso del tiempo, y las lineas punteadas representan las
diferentes propiedades (evidencias biologicas) que adquieren con el transcurso del
tiempo.

1.1.3 Estado actual de la biodiversidad

En la actualidad, nos enfrentamos a una crisis de biodiversidad aguda y de
profundas implicaciones. En los ultimos 500 afios se han producido una
serie de extinciones, comparables en tasa y magnitud con las cinco
extinciones en masa que ha sufrido la Tierra previamente (Barnosky ez 4.
2011). Si consideramos que una extincién en masa ocurre cuando se
pierden mas de las tres cuartas partes de las especies de la Tierra en un
intervalo geolégico corto (Bambach 2006) podemos empezar a vislumbrar
el tipo de problema al que nos enfrentamos. El problema es tan critico
que se ha propuesto el término defaunacion para referirse a la rapida y
constante pérdida de especies animales de un ecosistema o bioma
determinado por causas antropogénicas y el cambio climatico del planeta
(Dirzo et al. 2014). En este trabajo, los autores hacen una revision
exhaustiva sobre la pérdida de especies y sefialan que al menos 322
especies de vertebrados terrestres se han extinguido desde el afio 1.500 de
nuestra era, y las poblaciones de las especies restantes muestran en
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promedio un 25 % de disminucién de sus abundancias. Ademas realizan
una sintesis detallada del caso de los invertebrados, cuya realidad es peor
todavia: utilizando los datos de la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN) de 203 especies de insectos de
cinco ordenes, la mayoria muestran altos porcentajes de disminucién de
especies, especialmente coledpteros y ortopteros (Figura 1.3A). Cuando
evaluaron la situaciéon actual de la diversidad de invertebrados usando
estudios realizados a largo plazo en areas geograficas con relativamente
muchas especies conocidas, como es el caso de Reino Unido, los
resultados revelaron un alto porcentaje en la disminuciéon del nimero de
especies en el transcurso de 40 afios, siendo los odonatos y lepidépteros
los mas afectados (Figura 1.3B) (Thomas 2016). Entre los invertebrados,
quizas uno de los grupos mejor estudiados es el de los lepidépteros, y
estos estudios a largo plazo mostraron (i) un patréon de disminucién
constante en la abundancia de sus poblaciones, mas marcado aun para el
resto de invertebrados estudiados (Figura 1.3C), y (ii) un efecto muy
negativo sobre dichas poblaciones de lepidépteros debido a la
perturbaciéon en los ecosistemas (Figura 1.3D).

La comprension de los efectos de esta pérdida de biodiversidad es muy
limitada, aunque es de esperar que distintos procesos ecolégicos, como
polinizacién y la produccién de semillas, control de plagas y vectores de
enfermedades, ciclos de nutrientes, calidad del agua o sustento alimenticio
al hombre, entre otros, estén muy comprometidos. Sin embargo, los
efectos per se de la defaunacién implican mucho mas que perder especies
en un ecosistema, implica transformaciones obligatorias en la
composicién, conexion y funcionalidad de las comunidades, causando
cambios obligados en los ecosistemas. Con la incorporaciéon en los
ultimos anos de informacién molecular, que revela la historia evolutiva de
las especies, se han empezado a estudiar las implicaciones en la diversidad
y el ensamblaje de las comunidades (por ejemplo: Tripp & Manos 2008;
Cavender-Bares ez a/. 2009; Gonzalez-Caro et al. 2014; Andujar e al. 2015).
Sin embargo, persiste la tendencia a estudiar vertebrados y plantas
vasculares, recibiendo los invertebrados muy poca atencién en
comparacion. Esta situacion, por lo tanto, requiere que los esfuerzos de
monitoreo y estudios vayan enfocados a los grupos taxondmicos enos
carismaticos, particularmente invertebrados. Son, con mucha diferencia, los
mas abundantes del planeta y su desaparicion sin lugar a dudas afectara al
equilibrio ecolégico del planeta.
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Figura 1.3 Analisis del estado de la biodiversidad de invertebrados de Dirzo ez al. (2014),
a partir de la lista de insectos que constan en alguna categoria de amenaza de la UICN,
esto es menos del 2,7 % de las especies identificadas taxonémicamente. (A) De todos los
insectos con tendencias poblacionales documentadas por la UICN, el 33 % estan en
declive, con una fuerte variacién entre 6rdenes. (B) Tendencias entre insectos del Reino
Unido (con colores indicando el porcentaje de disminucion en 40 afios), muestran que un
30-60 % de las especies han visto su area de distribucion reducida. (C) A nivel global, el
indice de abundancia de invertebrados muestra una disminucién general del 45 %,
aunque el caso de Lepidoptera es menos severo que para los otros érdenes. (D) Un meta-
analisis de los efectos de perturbaciones antropogénicas en Lepidoptera, el taxén de
invertebrados mejor estudiado, muestra una considerable disminucién de su diversidad a
nivel generalizado.

1.1.4 Métodos moleculares al rescate: delimitacion e
identificacién de especies en la época molecular

En el transcurso del siglo XIX, el concepto de Arbol de la Vida estaba ya
extendido, y con él la idea de establecer una forma de agrupar a los seres
vivos segun sus rasgos evolutivos (Lamarck 1809; Darwin 1859). Sin
embargo, no fue sino hasta la aparicion de la propuesta de una sistematica
formal, fenética o filogenética (Sokal & Sneath 1963; Hennig 1965),
cuando se propusieron de forma explicita los principios a la hora de
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clasificar a los organismos. El fin de estas propuestas era que estas
clasificaciones reflejaran las relaciones evolutivas de los organismos,
rastreando las caracteristicas compartidas entre especies, en una
clasificacion fenética, o derivadas desde un ancestro comun a todos sus
descendientes en una filogenética. De forma paralela, sucedieron
importantes descubrimientos en el campo de la biologia molecular
moderna, que junto con las nuevas tecnologias, han permitido avances
muy significativos en distintas disciplinas, donde los caracteres
moleculares constituyen una evidencia mas informativa, menos sesgada,
facilmente medible y comparable, de los procesos ocurridos en la
diversificacién de un grupo de especies. Dicho impulso ha supuesto que,
por ejemplo, en los dltimos diez afios haya resurgido el interés por una
taxonomia integrativa que combina diferentes tipos de datos vy
metodologias para solventar el ya mencionado impedimento taxonémico
(Pante e al. 2014).

Las especies deberfan delimitarse de la forma mas objetiva y rigurosa
posible (Miralles & Vences 2013), y en la actualidad la Sistematica dispone
de métodos para una taxonomia objetiva, orientada a testar hipétesis de
forma rigurosa. Los avances en biologfa molecular proporcionan, hoy por
hoy, el uso de evidencia directa del genotipo, como son las secuencias de
ADN, ofreciendo instrumentos para evaluar de forma independiente la
transicion de caracteres de ancestro a descendientes. Si se afade el notable
incremento de teorfas y herramientas genémicas y bioinformaticas, donde
las secuencias de ADN pueden ser transformadas en arboles filogenéticos
para inferir relaciones y procesos histéricos, se puede acelerar el proceso
de delimitaciéon e identificaciéon de especies. Debido a estos progresos,
actualmente las especies pueden ser vistas como entidades comprobables
estadisticamente bajo modelos explicitos, evitando el potencial sesgo de
las clasificaciones basadas exclusivamente en morfologia y principio de
autoridad.

Una gran cantidad de estudios en Biologfa dependen de una taxonomia
clara, limites de especies precisos y conocimientos sobre las relaciones
filogenéticas entre especies (Sites & Marshall 2004). Las técnicas
moleculares han revolucionado la forma en que se investiga la
biodiversidad (Yu et al. 2012), y son especialmente utiles cuando las
caracteristicas morfolégicas son poco informativas o dificiles de medir.
Los datos genéticos son una valiosa fuente de informacién concerniente a
procesos relacionados con la especiacion y también la delimitacién de
especies, pues son heredados y esto es de importancia en Taxonomia para
reflejar la relacion ancestro-descendiente (Fujita & Leaché 2011). Sin
embargo, la falta de un enfoque estandarizado para la clasificacion
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taxonomica de especies, asi como la falta de consenso en la definiciéon de
la categoria de especie entre los taxénomos, ha llevado eventualmente a
diversas opiniones sobre el limite de las especies.

1.1.4.1 El aporte de los métodos moleculares a la delimitacion
de especies

La delimitacién molecular de especies es una practica metodolégica para
identificar linajes evolutivos independientes sin flujo genético entre si
(Sites & Marshall 2003; De Queiroz 2007). Los métodos de delimitacion
basados en arboles filogenéticos delimitan a las especies segun las
propiedades relacionadas con la topologia de estos arboles (Sites &
Marshall 2003), pueden usar informacién proveniente de un unico gen o
de varios genes y estan enfocados tanto al descubrimiento como a la
validacién de especies (Carstens e¢f al 2013). Desde una perspectiva
conceptual, la delimitacién de especies sigue el concepto filogenético de
especie (Baum 1992), con lo que idealmente deberia utilizar arboles
inferidos a partir de mdaltiples /o« independientes, como propone, por
ejemplo, el método BP&P (Bayesian Phylogenetics and Phylogeography; Yang &
Rannala 2010), que considera la varianza de la coalescencia entre genes.
Sin embargo, estos métodos aun son dificiles de aplicar por limitaciones
practicas y de presupuesto, sobre todo en estudios de biodiversidad a gran
escala, por lo cual las inferencias filogenéticas de un unico /ocus resultan
una aproximacion valida, practica y viable para la delimitacién de especies.

Aunque ya en la década de los anos 90 se propusieron metodologias para
delimitar especies utilizando datos moleculares (por ejemplo: Davis &
Nixon 1992; Brower 1999), estos procedimientos requerfan que se
definieran previamente las poblaciones a delimitar, lo que comprometia su
aplicacion. El primer método especificamente propuesto para inferir
especies a partir de datos moleculares usando secuencias de ADN
mitocondrial, fue el modelo Generalizado Mixto de Yule y Coalescencia
(GMYGC,; Pons ez al. 2000), el cual no requiere conocimientos a priori sobre
las poblaciones a definir ni del nimero de especies a delimitar, y en los
siguientes afios se han propuesto otras metodologfas para este proposito.
Entre ellas, se encuentra el método de Arboles por Procesos de Poisson
(PTP; Zhang e al. 2013). Existen diferencias importantes entre los
métodos mencionados: GMYC expresamente requiere la utilizacion de un
arbol filogenético ultramétrico de un unico /locus y aplica la teoria de
Coalescencia; el método PTP se aplica a partir de un arbol no ultramétrico
de un unico gen o varios, no precisa de un conocimiento previo de las
poblaciones y no utiliza explicitamente el modelo de coalescencia. En el
caso de BP&P, esta disenado exclusivamente para usar arboles creados a
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partir de varios genes, utiliza el modelo coalescente de multiples especies
(Rannala & Yang 2003) y se necesitan conocimientos previos de las
poblaciones a delimitar. Estos métodos forman hipotesis de especies
putativas que pueden ser verificadas si hay informacién disponible, por
ejemplo con datos morfologicos o de distribucién geografica, entre otros.

1.1.4.2 Identificacion de especies por métodos moleculares

Las herramientas moleculares también han contribuido a la identificaciéon
de especies, permitiendo asignar una taxonomia conocida a secuencias
desconocidas, utilizando tanto criterios fenéticos como filogenéticos. Los
codigos de barras (barcoding) en el sentido estricto (Hebert ez al. 2003), se
utilizan como herramienta para identificar rapidamente especies ya
identificadas por medio de la comparacién contra una base de datos de
ADN vy su eficacia radica en la seleccion de una region genética cuya tasa
de mutacién es lo suficientemente lenta como para que la variacién
intraespecifica sea minima, pero lo suficientemente rapida como para
resaltar la variacion interespecifica que separa a las especies (Hebert ez al.
2003; Hebert & Gregory 2005). En el caso particular de los animales, se
identificé que el gen mitocondrial para la subunidad 1 de la citocromo
oxidasa ¢ (cox7) constitufa la region mas prometedora para distinguir
especies (Hebert ez a/ 2003), y en los dltimos afios un gran nimero de
investigaciones han evaluado y confirmado su eficacia. El caso de las
plantas es diferente, ya que desde que se documenté que la region cox7 de
este grupo tenfa bajo nivel de divergencia entre las diferentes familias
botanicas, diferentes regiones cloroplasticas como rbcl., 1816, matK, trnl,
psbA-trnH y otras, se han propuesto y utilizado para evaluar su poder de
discriminacion de especies (Shaw e al. 2005; Kress et al. 2005), siendo rbel.
+ matK propuestas como candidatas en estudios de barcoding y psbA-trnH
la tercera mejor opcion (CBOL Plant Working Group 2009). En general,
la principal ventaja de utilizar un criterio fenético es que permite acelerar
el ritmo de la identificacién de especies, algo particularmente beneficioso
en estudios de diversidad a gran escala y areas megadiversas. No obstante,
también tiene limitaciones de aplicacion, sobre todo si la region genética
utilizada no es 6ptima para discriminar especies o la base de datos contra
la que se comparan las secuencias no es exhaustiva. Por otra parte, la
incorporacion de métodos filogenéticos para la identificaciéon de
secuencias desconocidas (Ross e# a/ 2008; Berger ef al. 2011), permite
utilizar los codigos de barra de ADN para inferir arboles filogenéticos con
secuencias de taxonomia conocida y desconocidas, situando estas ultimas
en el contexto del arbol filogenético, y asociando la taxonomia a su clado
correspondiente.
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Tanto los criterios fenéticos como filogenéticos son complementarios y la
utilidad de ambos depende de la exhaustividad y rigor de la base de datos
de referencia para generar una asignacion taxondémica correcta. En la
actualidad existen varias iniciativas para contribuir a la identificacién de
especies de forma rapida y rigurosa, a nivel global, regional o local,
fundamentalmente a través de la creacién de repositorios de secuencias
moleculares y su mantenimiento, por ejemplo en GenBank, BOLD,
EMBL, DDBJ, BOLI (The Barcode of Life Initiative) (Costa & Antunes
2012), o ZooBank (Polaszek 2005), entre otros. Con este tipo de
informacioén, se presume que la tarea de estudiar la biodiversidad de zonas
megadiversas y/o inexploradas, con muchas especies aun por descubrir y
describir, resultara mas rapida y eficiente (Yu ez al. 2012; Zhou et al. 2013;
Gibson ez al. 2014; Joly et al. 2014; Andujar et al. 2015; Gémez-Rodriguez
et al. 2015; Gémez-Zurita e al. 20106).
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1.2 Grupo de estudio: la contribucién de
Chrysomelidae a la biodiversidad tropical

Los insectos, otros invertebrados y hongos constituyen la mayoria de las
especies descritas (Stork & Habel 2014) y la Regiéon Neotropical es la
region mas diversa de la Tierra también para estos organismos (Antonelli
& Sanmartin 2011). En la actualidad, mas de un millén de las especies
descritas son insectos, pero las estimas totales de la diversidad de insectos
varfan entre 2,6 y 7,8 millones (Stork e# a/. 2015). De entre los insectos, los
coledpteros son uno de los grupos mas diversos que han evolucionado
para ocupar casi cualquier habitat terrestre, incluyendo las aguas
continentales, y debido a su abundancia y megadiversidad, constituyen
todo un reto para la Taxonomia. El orden Coleoptera es uno de los 29
6rdenes de la clase Insecta, y junto a Hymenoptera, Diptera, Lepidoptera
y Hemiptera reunen al 81 % de todas las especies vivas descritas de
insectos (Grimaldi & Engel 2005; Stork e# a/. 2015). De estos 6rdenes, los
coleopteros constituyen el 40 % de esa diversidad, con estimas de entre
0,9 y 2,1 millones de especies (Stork e a/. 2015).

Los coleépteros muestran la diversidad de especies mas alta del planeta,
excediendo a la de cualquier grupo vegetal o animal (Farrell 1998), con
mas de 350.000 especies descritas y con muchisimas mas por descubrir, y
aparecieron hace 285-318 millones de afios atras (Hunt ez a4/ 2007,
Béthoux 2009) (Figura 1.4), siendo las familias Carabidae, Chrysomelidae,
Curculionidae y Staphylinidae algunas de las mas ricas en especies,
especialmente en las areas tropicales.
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Figura 1.4 Apariciéon de los principales clados de insectos y eventos biologicos
trascendentales, en las distintas eras geoldgicas. Adaptado de Misof e¢f al (2014). Ordo:
Ordovicico; Neé: Neogeno; C: Cuaternario.

La enorme variedad de nichos ecolégicos que ocupan los coledpteros en
la naturaleza, se refleja en la gran variedad de regimenes alimenticios que
tienen, jugando un papel trascendental en el equilibrio de los ecosistemas,
al interactuar de muchisimas formas con su entorno. Encontramos, por
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ejemplo, coledpteros antdfagos, coprofagos, depredadores, detritivoros,
espermofagos,  frugivoros,  fungivoros,  herbivoros,  necréfagos,
polinifagos, saprofagos, xiléfagos, pudiendo ser muy especificos en su
alimentaciéon, o por el contrario ser omnivoros. Justamente, entre los
grupos mas exitosos en términos de riqueza de especies, se encuentran
varios grupos de escarabajos herbivoros, incluyendo los gorgojos
(Curculionidae), los escarabajos longicornios (Cerambycidae) y los
crisomélidos (Chrysomelidae), que conforman la mayor cantidad de
asociaciones de los insectos con las angiospermas (Robertson e a/. 2015).
Asi, mas de la mitad de los coledpteros son herbivoros y se alimentan
principalmente de angiospermas, el grupo mas diverso de plantas con
flores: 295.383 especies vegetales descritas segun Christenhusz & Byng
(2010).

Siendo la asociacion tréfica mas exitosas en términos de abundancia y
diversidad la de las superfamilias Chrysomeloidea y Curculionoidea con
angiospermas, estos grupos taxonomicos resultan por tanto muy
interesantes para estudiar esta asociacion, que representa una de las
formas de interacciéon antagénica mas abundantes en la naturaleza, la de
los herbivoros con las plantas de que se alimentan. Esto es especialmente
remarcable en las dreas tropicales, si consideramos que en la region
Neotropical viven mas del 37 % de todas las especies de plantas conocidas
para la ciencia (Antonelli & Sanmartin 2011), y que, en conjunto, el 50 %
de las especies descritas de plantas vasculares e insectos viven en los
tropicos (Price 2002; Futuyma & Agrawal 2009). De las familias con
habitos exclusivamente herbivoros, este proyecto se enfocd en la familia
Chrysomelidae, y a continuacién se exponen sus principales
caracteristicas.

1.2.1 La familia Chrysomelidae

La familia Chrysomelidae (Latreille 1802) es una de las familias de
coledpteros mas diversas y exitosas en términos evolutivos e incluye mas
de 40.000 especies descritas en unos 2.000-3.000 géneros validos (Farrell
1998; Chaboo 2007; Jolivet ez al. 2008), pertenecientes a diez subfamilias
(Gémez-Zurita et al. 2008): Bruchinae, Cassidinae, Chrysomelinae,
Criocerinae, Cryptocephalinae, Donaciinae, Eumolpinae, Galerucinae sensu
lato, Spilopyrinae, y Synetinae (Figura 1.5). Los crisomélidos en su mayoria
se alimentan de angiospermas, tanto monocotiledéneas como
dicotiledéneas, mientras que algunos se asocian a coniferas, y muy pocos
prefieren helechos y cicadas como alimento (Riley ez 4/ 2002),
presentando en general diferencias en la especificidad y preferencias
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alimenticias. Las especies de esta familia utilizan varios mecanismos de
defensa ante potenciales depredadores y parasitos, ya que ademas de volar
para escapar de los depredadores, algunas especies crean una cubierta de
excrementos para esconderse, utilizan inmovilizacion refleja, auto-
hemorragia (secrecion defensiva), otros regurgitan toxinas, se esconden en
la parte inferior de las hojas para evitar ser vistos por depredadores, otras
especies hacen escudos o capullos, construyen ootecas para resguardar los
huevos, o saltan hacia el suelo donde es mas dificil de verlos. También
estan los que se camuflan o mimetizan segun el sustrato en el que viven.
Algunos cassidinos poseen unos élitros extremadamente fuertes, lo que les
darfa proteccién contra depredadores, y otros estan tan sujetos a las hojas
que es muy dificil desprenderlos de ellas (Jolivet & Petitpierre 1981). En
este proyecto de investigacion se estudiaron dos subfamilias: Cassidinae
(Gyllenhal 1813) y Galerucinae sensu lato (Latreille 1802), de las mas
abundantes de la familia, y a continuacién se dara una visiéon general de las
especies incluidas en estos dos grupos taxonoémicos.
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Figura 1.5 Arbol filogenético mas parsimonioso de la familia Chrysomelidae basado en el
analisis de tres marcadores moleculares. Los cuatro grupos de crisomélidos estudiados en
la tesis se destacan en diferentes colores, diferenciando en la subfamilia Cassidinae los
cassidinos (gris) e hispinos (verde), y en la subfamilia Galerucinae sensu lato los alticinos

(rosa) y galerucinos (celeste). Modificado de Gémez-Zurita ez al. (2007).
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1.2.1.1 Subfamilia Cassidinae

Esta subfamilia consta de ~6.000 especies descritas (Wilf ez @/ 2000;
Chaboo 2007) en 42 tribus, siendo particularmente rica en especies en el
Neotropico. Incluye dos grupos principales: cassidinos e hispinos (Figura
1.6), que previamente tenfan el rango taxonémico de subfamilia, pero que
ahora estan fusionados en la misma subfamilia, debido a que se ha
demostrado que Hispinae es en realidad parafilética por incluir a
Cassidinae (Gomez-Zurita e¢f al. 2008). La mayorfa de especies de
cassidinos son redondeados, con los bordes de los élitros y pronoto
extendidos, de tal forma que cubren la cabeza y patas del individuo.
Ademas varias especies de cassidinos ejercen cuidados maternales a las
larvas (Chaboo e a/ 2014). Los hispinos, por el contrario, suelen ser
alargados y pueden contar con protuberancias y espinas, lo que le da el
nombre al grupo, y algunas especies son minadoras.

~ A ) B
F i i G

Figura 1.6 Algunos miembros de la subfamilia Cassidinae: cassidinos (A-E) e hispinos (F-
J) del bosque seco tropical de Nicaragua. A: Charidotella emarginata (Boheman 1855); B:
Charidotella tubercnlata (Fabricius 1775); C: Charidotis anroguttata (Boheman 1855); D:
Ischnocodia annulus (Fabricius 1781); E: Microctenochira hectica (Boheman 1855); F: Heterispa
vinula (Erichson 1847); G: Cephaloleia puncticollis (Baly 1885); H: Chelobasis bicolor (Gray
1832); I: Oxychalepus acuticornis (Chapuis 1877); J: Octhispa elevata (Baly 1885). Las fotos
fueron tomadas en el Institut de Biologia Evolutiva CSIC-UPF (Barcelona), utilizando
una lupa Leica Microsystems M80(Alemania) y posteriormente apiladas y resumidas con
el programa CombineZ.

1.2.1.2 Subfamilia Galerucinae sensu lato

La subfamilia Galerucinae s. / forma uno de los grupos mas ricos en
especies de Chrysomelidae, con mas de 1.000 géneros y alrededor de
15.000 especies y una taxonomia confusa (Lingafelter & Konstantinov
1999). Tradicionalmente, las especies de esta subfamilia se han separado
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en dos grupos: alticinos (escarabajos pulga) y galerucinos (Figura 1.7),
donde los alticinos presentan el fémur posterior engrosado y con un
6rgano interno especializado que les permite saltar sorprendentes
distancias para escapar de sus depredadores o para desplazarse, y con la
mayor riqueza de especies entre los Chrysomelidae, con ~560 géneros y
mas de 8.000 especies descritas (Furth 1988). Los galerucinos
generalmente carecen de este caricter anatbmico, y también son muy
diversos, con mas de ~480 géneros y mas de 5.800 especies descritas
(Gillespie ¢ al. 2008). Sus adultos se alimentan de hojas y/o flores
(incluyendo polen) y las larvas pueden ser folivoras o radicicolas. Esta
subfamilia es muy importante en el aspecto econémico, por contener
algunas especies que son plagas importantes de cultivos.

A . B C D E

J
\
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)

Figura 1.7 Algunos miembros de la subfamilia Galerucinae sensu lato, alticinos (A-E) y
galerucinos (F-J) del bosque seco tropical de Nicaragua. A: Alagoasa decemguttata
(Fabricius 1801); B: Omuophoita octomaculata (Crotch 1873); C: Walterianella signata (Jacoby
1886); D-J no fueron identificados taxonémicamente. Las fotos fueron tomadas en el
Institut de Biologia Evolutiva CSIC-UPF (Barcelona), utilizando una lupa Leica
Microsystems M80 (Alemania) y posteriormente apiladas y resumidas con el programa
CombineZ.

1.2.2 La relaciéon de Chrysomelidae y sus plantas
hospederas

La conexién entre los insectos herbivoros y sus plantas hospederas es tan
estrecha, que se ha considerado que co-evolucionaron con las
angiospermas en el periodo Terciario, al suponer que los insectos
ayudaron en la reproduccién de las plantas al llevar polen de una flor a
otra (por ejemplo, ver Crane e/ al. 1995). Actualmente, esta hipotesis se
contradice con la investigacion de Doyle (2012) que indica que la
radiaciéon de las angiospermas ocurrié en el Cretacico, asi como con
estudios filogenéticos que han encontrado que los crisomélidos
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aparecieron después de la diversificacion de las plantas con semilla
(Gomez-Zurita et al. 2007), o de forma simultinea a sus plantas
hospederas (Kergoat ez al. 2015).

Las investigaciones sobre interacciones insecto-planta se han
incrementado sustancialmente desde el estudio realizado sobre mariposas
y co-evolucion por Ehrlich & Raven (1964), y los escarabajos herbivoros
no han sido la excepciéon. Por ejemplo, Jolivet & Petitpierre (1981)
publicaron una compilacién de los aspectos mas relevantes sobre biologfa,
habitos alimenticios, fisiologia e importancia econémica de los
crisomélidos, mencionando que la mayorifa de las larvas de Chrysomelidae
se alimentan de hojas, aunque existe un buen nimero de especies cuyas
larvas son subterraneas y se alimentan de raices y tallos. También se
pueden encontrar especies minadoras de hojas, o las que consumen
material vegetal muerto; incluso se han reportado casos de depredacion de
huevos de hormigas (en el caso especifico de Cryptocephalinae) o larvas
acuaticas de Donaciinae que viven sumergidas, adheridas a los tallos de
sus plantas hospederas mediante un 6rgano especializado que les permite
respirar (Riley ez al/ 2002). Jolivet & Petitpierre (1981), utilizando
informacién de registros visuales manifestaron que las especies de
galerucinos son muy selectivos en sus plantas hospederas, y generalmente
prefieren mono- o dicotiledéneas de hasta 70 familias botanicas; que los
alticinos muestran un espectro alimenticio mas amplio, alimentandose de
gimnospermas y angiospermas de hasta 100 familias botanicas; que los
hispinos son mas eclécticos en su seleccién de plantas hospederas, siendo
las gramineas y las palmas su alimento preferido; y que los cassidinos se
relacionan con plantas dicotiledéneas de las familias Asteraceae,
Convolvulaceae, Chenopodiaceae y Lamiaceae, entre otras.

Los registros de asociaciones troficas a partir de observaciones directas en
el campo implican mucho tiempo de observacién, y son altamente
susceptible a errores en la identificacion de especies desconocidas,
cripticas o en estado larval. Generalmente, los estudios sobre las
preferencias alimenticias de los crisomélidos se han basado en
observaciones de campo o en ensayos de laboratorio, utilizando casi
siempre especies de facil identificacién taxonémica (por ejemplo: Basset ez
al. 1996; Flowers & Janzen 1997; Odegaard 2000; McKenna & Farrell
2005; Descampe ez al. 2008; Flowers & Chaboo 2009; Meskens e a/. 2011).
Sin embargo, este enfoque no es apropiado para hacer estudios de
asociaciones troficas a gran escala, bien sea por la cantidad de tiempo que
se necesitarfa para registrar de forma rigurosa el alimento de las especies, o
por otras desventajas de los métodos de observacion directa: (i) dificultad
para distinguir especies cripticas, (i) equivocaciéon en la identificacion
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taxonémica de la especie estudiada/observada, (iii) observacién de
asociaciones temporales/accidentales, (iv) alteracién de las preferencias
alimenticias en cautividad. Si ademas esta practica se intenta aplicar a areas
megadiversas y especies desconocidas, la tarea resulta simplemente
inviable. En este contexto, es indispensable proponer estrategias que
sirvan para identificar, de forma rapida y precisa estas interacciones, y las
herramientas moleculares son una excelente alternativa.

En los ultimos afios, el trabajo pionero de Jurado-Rivera y colaboradores
(2009) permiti6 estudiar las asociaciones troficas entre insectos herbivoros
y sus plantas hospederas aplicando técnicas moleculares forenses, y
demostrando que es posible identificar el alimento de los crisomélidos
utilizando cebadores cloroplasticos a partir de extracciones de ADN total
del insecto, que supuestamente también incluye ADN de su dieta. Este
estudio permitié identificar plantas hospederas a partir del material vegetal
ingerido por diferentes especies de coledpteros y desde entonces otras
investigaciones han reproducido esta metodologia (Pinzén Navarro ef al.
2010; Gémez-Zurita et al. 2010; Eitzinger & Traugott 2011; Montelongo
& Goémez-Zurita 2013; Garcia-Robledo e 4/ 2013; Kitson e a4l 2013;
Kishimoto-Yamada ¢ /. 2013; Klimaszewski ¢ a/. 2013; Gémez-Zurita &
Cardoso 2014; Brown et al. 2015; Paula ef al. 2015; Kajtoch et al. 2015;
Papadopoulou e# a/. 2015; De la Cadena ez a/. 2016). No obstante, la
mayoria de estos estudios han restringido esta aplicacién a un nimero
limitado de especies. En la actualidad esta disponible un programa que
automatiza la identificaciéon taxonémica de grandes cantidades de
secuencias moleculares desconocidas (BAGpipe; Papadopoulou ef 4l
2015), y en este proyecto de investigacion se aplica para estudiar
asociaciones troficas de crisomélidos en un hozspot de biodiversidad como
es el bosque seco tropical de Nicaragua.
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1.3 La biodiversidad en el bosque seco tropical

El bosque seco tropical es un bioma complejo que esta distribuido entre
20-30 °C norte y sur de la linea ecuatorial, entre los trépicos de Cancer y
de Capricornio (Gentry 1982; De-Nova ez al. 2012), y en el Neotropico se
distribuye desde el norte de México hasta el sur de Brasil, constituyendo
mas del 60 % de la superficie de los bosques secos a nivel mundial (Miles
et al. 2006; Linares-Palomino ef /. 2011). En Mesoamérica, uno de los 34
hotspots de biodiversidad a nivel mundial (Myers ez 2/ 2000) y tercero mas
grande del mundo (de Albuquerque e @/ 2015), los bosques secos
tropicales estacionales (BSTE) estan concentrados a lo largo de la costa
del Océano Pacifico, desde el sur de México hasta Guanacaste (Costa
Rica), con un pequefio remanente en Panama (Murphy & Lugo 1980;
Pennington et al. 2000; Griscom & Ashton 2011) (Figura 1.8). En esta
zona, el BSTE presenta diferentes tipos de vegetacion, influenciados por
condiciones edaficas y climaticas locales y, su distribuciéon actual esta
relacionada con las fluctuaciones climaticas que sufrié el planeta en el
periodo Cuaternario (Pennington ez al. 2000).
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- Distribucién actual del b. seco tropical -~
- Distribucién original del b. seco tropical (
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Figura 1.8 Mapa de la distribucién del bosque seco tropical en Mesoamérica, publicado
por Griscom & Ashton (2011). Se observa la distribucién original (en negro) y la
distribucion actual del bosque (en verde). Este mapa combina las ecoregiones de bosque
seco tropical y subtropical, sabanas y matorrales.

Las condiciones abidticas mas importantes que caracterizan al BSTE son
la precipitacién anual y la estacionalidad de la lluvia. En estos bosques, las
temperaturas sobrepasan los 17 °C todo el afio, la precipitaciéon anual varia
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en un rango de 500-2.000 mm al afio, pero puede llegar a menos de 100
mm durante los cinco a seis meses mas secos del afilo (Kalacska ef al.
2004). Una caracteristica especial del BSTE es que desafia la tendencia de
otros ecosistemas que son mas ricos en especies mientras mas se acercan a
la linea ecuatorial; el BSTE es mas diverso mientras mas lejos esta del
ecuador, en México y al sur de su distribucién en América del Sur, en
Argentina, Brasil, Bolivia y Paraguay (Gentry 1995), lo que ha hecho que
aporte argumentos para discutir la teorfa de gradiente de diversidad
latitudinal inverso (De-Nova ¢7 al. 2012).

1.3.1 Caracterizacion floristica del bosque seco tropical

En términos generales, el BSTE consiste de diversas formaciones
vegetales que incluyen matorrales espinosos, arboles y arbustos
caducifolios y semicaducifolios, lianas y plantas herbaceas (Murphy &
Lugo 1986). La sequia estacional constituye una barrera para potenciales
especies colonizadoras que no estan adaptadas a ese grado de aridez, a la
vez que su distribucién fragmentada representa un obstaculo para la
propagacion de semillas, propagulos y polen, causando una composiciéon
distintiva de especies en los diferentes remanentes de bosque seco (De-
Nova et al. 2012). Esta vegetacion predomina en el paisaje, haciéndolo
muy particular e identificable a simple vista, donde destaca, por ejemplo,
la presencia de plantas suculentas y espinosas, que estan adaptadas al clima
arido y semiarido de este ecosistema (Pennington e a/. 2009). El BSTE
tiene una alta diversidad estructural y fisiologica, en parte debido a la larga
estacion de sequia que lo caracteriza, por lo cual es comun encontrar una
mezcla de plantas caducifolias y perennes, algo que no se encuentra en los
bosques himedos tropicales. Los BSTE crecen en suelos fértiles y
contribuyen a esta fertilidad con materia organica, usualmente tienen un
dosel cerrado, y su flora dominante consiste principalmente en especies
pertenecientes a las familias Fabaceae y Bignoniaceae, ademas de
Anacardiaceae, Myrtaceae, Rubiaceae, Sapindaceae, Euphorbiaceae,
Capparaceae, Cactaceae, con algunas plantas herbaceas de las familias
Bromeliaceae, Asteraceae, Malvaceae y Marantaceae como principales
exponentes (Pennington ez a/. 2000). Algunas de estas familias son mas
tipicas del BSTE que para cualquier otro bioma, incluyendo ademas a
Zygophyllaceae, especialmente en América Central (Pennington ez 4.
2009).

Este bioma presenta una alta tasa de especies endémicas de flora y fauna
(Myers et al. 2000; Mittermeier ez al. 2004), que se han adaptado
exitosamente a las condiciones ecoldgicas, climaticas y topograficas locales
que se pueden encontrar en los BSTE (Gentry 1995). La region
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Mesoamericana tendria mas de 17.000 especies de plantas de las cuales
mas de 2.900 serfan endémicas (Mittermeier ef al. 2004), asi como mas del
4 % de todos los vertebrados endémicos existentes a nivel mundial (Myers
et al. 2000). En términos generales, el BSTE tiene pocas especies vegetales
de amplia distribucién (Linares-Palomino e a/ 2011), causando alta
diversidad beta entre localidades, las cuales a menudo pertenecen a clados
monofiléticos endémicos, que presentan variacion genética intraespecifica
estructurada (Pennington ez a/. 2009; Banda-R ez a/. 2016). Ademas, los
procesos ecologicos estan fuertemente asociados a la estacion de lluvia vy,
por ejemplo, en el caso de la floracién, muchas especies florecen de forma
sincronizada en el periodo de transiciéon entre las épocas seca y lluviosa,
cuando los arboles caducifolios atin estan sin hojas (Bullock 1995).

1.3.2 Estado actual de conservacion del bosque seco tropical
estacional

A pesar de la condicién critica del BSTE, éste ha recibido mucha menos
atenciéon que otros biomas tropicales, en particular el bosque humedo
tropical. Este bioma estd muy amenazado a nivel mundial a causa de las
graves presiones antropogénicas, altas tasas de deforestacioén, disminucion
de su extensiéon original y desconexiéon total de los pocos remantes
existentes (Janzen 1988; Gillespie ez @/ 2000; Miles ez al. 2006; Portillo-
Quintero & Sanchez-Azofeifa 2010). Actualmente queda el 1,7 % de lo
que alguna vez fue su distribucién original (Calvo-Alvarado ef /. 2009) y
unicamente el 4,5 % de la extension actual esta bajo alguna categoria de
proteccion (de Albuquerque ¢t al 2015), sea desde iniciativas
gubernamentales o privadas. Esto ha causado que, en la actualidad, la
distribucién del BSTE no sea homogénea, encontraindose muchos
remanentes que no se encuentran bajo ninguna categorfa de proteccion y
sin ningun tipo de conexioén entre si, haciendo muy dificil el intercambio y
flujo genético entre poblaciones o comunidades que alguna vez estuvieron
conectadas. Como resultado de la condicion critica en que se encuentra el
BSTE, sigue catalogado como uno de los ecosistemas mas amenazados de
las zonas tropicales, a pesar de su elevada riqueza de especies y
endemismos (Myers e a/ 2000; Mittermeier ez al. 2004; Banda-R e 4.
2010).

La conservaciéon del BSTE no sélo es importante para la Biologfa, pues
este tipo de bosque provee de alimentos silvestres y cultivados para el ser
humano, jugando un papel fundamental en la seguridad alimentaria de
millones de personas que viven en este bioma (Blackie ez 2/ 2014). Miel,
carbon vegetal, lefia, semillas, biocombustibles, gomas y resinas, son las
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principales, aunque no las unicas, fuentes de abastecimiento que
proporciona el BSTE a las poblaciones que viven en él o su entorno
(Blackie e# al. 2014). De forma tradicional, éste también ha suministrado
combustibles forestales y carbon vegetal a los distintos asentamientos
humanos, haciendo mas acuciante el problema asociado de deforestacion
(Blackie ez al. 2014). Estos problemas estan estrechamente relacionados
con el desarrollo econémico de la poblacion: en este ecosistema se
encuentra una buena proporcion de habitantes de bajos recursos
econémicos, que ven en la extraccion de los recursos naturales del bosque
seco tropical su tnica fuente de ingresos y manutencion.

1.3.3 El bosque seco tropical estacional en Nicaragua

Nicaragua es el pais mas grande de América Central, con grandes lagos y
volcanes, una superficie de mas de 130.000 km® y una poblacién de mas
de seis millones de habitantes, con aproximadamente 350 km de costa en
el Océano Pacifico (Harcourt & Sayer 1996). Durante la segunda mitad
del siglo XX, en este pais se eliminaron amplias extensiones de bosque
seco y bosque humedo tropical para aumentar la frontera agricola: por
ejemplo 24.500 km® sélo durante el periodo 1978-1979 (Bullock et al.
1995). Nicaragua posee bosques humedos tropicales de tierras bajas e
inundados, algunos remanentes de bosques nublados, bosques de
confferas y encinares, fragmentos de bosque seco y manglares. En
Nicaragua se encuentra aproximadamente el 10 % de los BSTE de
América Central (Sabogal 1992), distribuido principalmente en la vertiente
del Océano Pacifico, donde vive casi la mitad de la poblacion
nicaragiense. Los pocos remanentes de BSTE que atn se conservan son
muy fragmentados, amenazados por grandes riesgos de perturbacion y
deforestacion, al igual que sucede en otros paises de América Latina como
Ecuador, Costa Rica y Pert (Portillo-Quintero & Sanchez-Azofeifa 2010).

Los BSTE en Nicaragua (Figura 1.9) han sido explotados intensivamente
para la conversiéon en tierras agricolas y ganaderas (Sabogal 1992), asi
como la producciéon comercial de madera para exportacion,
principalmente de Dalbergia retusa (Fabaceae), Pachira quinata (Malvaceae),
Cedrela  odorata 'y Swietenia  humilis  (Meliaceae), v Guaiacum — sanctum
(Zygophyllaceae) (Gonzalez-Rivas ez a/. 20006). Justamente esta practica,
ocasiond que en el 2006, 18 especies vegetales fueran candidatas a entrar
en la lista de especies amenazadas de la UICN, de las cuales todas excepto
Guaiacum sanctum son consideradas especies vulnerables (Gonzalez-Rivas ez
al. 2006). Desafortunadamente aun hay pocos estudios que estén
focalizados exclusivamente a estudiar los remanentes de BSTE en
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Nicaragua, aunque existen algunas excepciones (Sabogal 1992; Gillespie ef
al. 2000; Gonzalez-Rivas ¢# al. 2006; Tarrasoén et al. 2009).

En Nicaragua, el primer refugio de vida silvestre se cre6 en 1958 y el
primer parque nacional en 1971, sin embargo las crisis econémicas y la
guerra civil impidieron en esa época que las areas protegidas pasasen de
ser meramente figurativas, y fue sélo en 1990 que se cre6 una red de areas
protegidas funcional (Harcourt & Sayer 1996). De forma complementaria,
la iniciativa privada creé las Reservas Silvestres Privadas (RSP), que son
propiedades privadas cuyos duefios han apostado por la conservacion,
proteccion y recuperacion de los recursos naturales y del medio ambiente
local, como reclamos ecoturisticos, y sometiéndolas voluntariamente a la
regulaciéon estatal. Son acreditadas y supervisadas por el Ministerio del
Ambiente y Recursos Naturales (MARENA) y forman parte del Sistema
Nacional de Areas Protegidas (SINAP) de forma tal que, aunque privadas
y orientadas a producir un beneficio econémico, contribuyen de forma
directa a un fin puablico. La Red RSP apoya a las reservas silvestres en la
promocién y gestion de proyectos de conservacion de la biodiversidad e
incremento de su conectividad, ampliaciéon de servicios ambientales,
monitoreo e investigaciéon del capital natural, desarrollo de estaciones
biolégicas, educaciéon ambiental, ecoturismo, produccién sostenible,
reforestaciéon y otros servicios potenciales, siempre promoviendo el
compromiso social comunitario local. Por esta razén, es necesario
comprometerse con la investigacion en este ecosistema, que examine la
biodiversidad a diferentes escalas, y que en ultimo termino ayude a
comprender la importancia de este ecosistema para la sociedad.
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Reserva Natura Reserva San Cristobal-Casita

Finca Sierra Serena Finca Escamequita

Figura 1.9 Muestra de algunos remanentes de bosque seco tropical estacional en
Nicaragua.

1.3.4 Biodiversidad de Chrysomelidae en el bosque seco

tropical estacional

La mayoria de investigaciones sobre el BSTE se enfocan a distintos
aspectos de la vegetacién, mientras que estudios especificamente sobre
Chrysomelidae son muy escasos. En Mesoamérica, se han realizado
esfuerzos por conocer la diversidad de insectos, incluido Chrysomelidae,
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sobre todo en Costa Rica, donde un 15 % de su territorio es BSTE
(Hanson 2011). Aunque los crisomélidos son el segundo grupo mas
grande de escarabajos fitéfagos (después de Curculionidae), su fauna es
poco conocida y la mayorfa de estudios se han enfocado al bosque
himedo tropical. La familia Chrysomelidae ha sido estudiada en México
(Noguera 1988; Andrews & Gilbert 2005; Becerra 2007; Sanchez-Reyes e#
al. 2014), Costa Rica (Flowers 1991; Flowers & Janzen 1997) y Panama
(Furth 2003; @degaard 2006). En el caso concreto de Chrysomelidae en
Nicaragua, se han hecho esfuerzos por catalogar a esta familia, y los
ultimos reportes indican que hay 103 especies de Cassidinae sensu estricto
(Maes et al. 2016a), 106 especies de hispinos (Maes ez al. 2016b) y 54
especies de Chrysomelinae (Maes & Gomez-Zurita 2016).

1.4 Consideracion final

La recopilacién introductoria denota que existe un profundo vacio del
conocimiento de la diversidad biolégica en este bioma. Para solventarlo,
proponemos una serie de estrategias metodologicas que permiten acelerar
la delimitacién de las especies de coledpteros y sus asociaciones troficas,
que sirvan en ultima instancia para conocer la composicion y estructura de
las comunidades en el BSTE. Esperamos que la informaciéon generada
sifva para concienciar y proteger este bioma tan singular y caracteristico,
que sin embargo esta fuertemente amenazado y muy cerca de su
desaparicion.
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OBJETIVOS






2.1 Objetivo general

La finalidad general de esta tesis fue aplicar protocolos para evaluar de
forma rapida y eficiente la diversidad biolégica en areas tropicales. Este
estudio se disefié para conocer la diversidad de especies de un grupo de
Crisomélidos, asi como identificar sus potenciales plantas hospederas en el
bosque seco tropical, donde la riqueza de insectos es abrumadora y aun
desconocida. Para este proposito, se integraron herramientas y métodos
moleculares con taxonomia y ecologia para delimitar el nimero de
especies, asi como las asociaciones troficas de dos grandes grupos de
Chrysomelidae: Cassidinae y Galerucinae s. Z en el BSTE de Nicaragua.

2.2 Objetivos especificos

Con el fin de alcanzar este objetivo general, se establecieron los siguientes
objetivos especificos:

I.  Obtener un muestreo geograficamente representativo de
crisomélidos, enfocado principalmente a la colecta de especimenes
pertenecientes a Cassidinae y Galerucinae s. /, abarcando el rango
de distribucién del BSTE en Nicaragua.

II.  Emplear métodos de delimitacion molecular para estimar el
numero de especies de los crisomélidos presentes en el muestreo
(diversidad alfa), empleando secuencias del gen mitocondrial cox7.

III.  Caracterizar las asociaciones troficas de los crisomélidos con las
angiospermas, a través de la asignacion taxonémica de secuencias
cloroplasticas (psbA-trnH) obtenidas utilizando métodos basados
en secuencias de ADN y bases de datos publicas.

IV. Describir la diversidad regional de la comunidad de crisomélidos
del BSTE en Nicaragua a partir del analisis de diversidad beta.

V.  Identificar factores ecoldgicos y ambientales que pudieran influir

en la composicion de las comunidades de crisomélidos que
habitan en el BSTE en Nicaragua.
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MATERIALES Y
METODOS






3.1 Ubicacion y colecta de especimenes

3.1.1 Localidades de muestreo

Para este estudio, los coledpteros pertenecientes a la familia
Chrysomelidae fueron colectados en el bosque seco tropical estacional
(BSTE) de Nicaragua, durante los afios 2009-2012, en diferentes épocas
del afio. Nuestro esfuerzo de muestreo se concentré en cuatro zonas del
pais, cubriendo la distribucién de este bioma de norte a sur. Estas
localidades presentan diferente grado de conservacion y afrontan diversos
tipos de amenazas antropogénicas. Con el objeto de complementar y
evaluar la biodiversidad de la zona, se colecté ademis en otras areas de
bosque seco tropical. Al finalizar el muestreo, se obtuvieron ejemplares de
95 localidades geo-referenciadas.

Cuando las localidades de colecta estaban muy proximas entre si, se utilizé
el programa de informacién geografica QGIS v2.0 (QGIS Development
Team 2013) para crear zonas de “amortiguamiento” (buffer) a una
distancia de 5 km de cada coordenada geografica, de tal forma que
aquellos sitios que estuvieran dentro de la misma zona de
amortiguamiento se consideraron como la misma localidad. Asi, ademas
de las cuatro localidades principales de muestreo, se definieron ocho
localidades adicionales, obteniendo en total doce sitios de muestreo
(Figura 3.1). A continuacién se detallan algunas caracteristicas de las
cuatro localidades principales:

1. Esteli, Miraflores-Moropotente: Zona perteneciente al Sistema Nacional de
Areas Protegidas de Nicaragua. FEl 4area posee una topografia
ondulada, con montafias y algunas mesetas elevadas. Su rango
altitudinal comprende entre los 900-1.600 msnm, con temperaturas
anuales entre 18-25 °C y una precipitaciéon anual media entre 800-
1.600 mm. El BSTE en esta zona llega a medir entre 18-30 m de
altura, y también encontramos otras formaciones vegetales como
bosque de pinares y bosque de robledales. Dentro de esta localidad
existen areas en mejor estado de conservacion, especialmente aquellas
bajo normas de proteccion estricta. Las principales actividades que
afectan el entorno son la ganaderia y la agricultura extensiva para el
cultivo de tabaco. El muestreo se realizé durante tres afios: 2010
(marzo-diciembre), 2011 (septiembre) y 2012 (enero y marzo), en un
rango altitudinal de 850 a 1.262 msnm.
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Figura 3.1. Mapa de localidades de muestreo de coledpteros en zonas de bosque seco
tropical en Nicaragua. En negro se muestran las zonas de amortiguamiento de las cuatro
localidades principales y en gris se indican los sitios de muestreo complementarios.

2.
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Managna, Reserva Natura: Area perteneciente al Sistema Nacional de
Areas Protegidas de Nicaragua, en un rango altitudinal de hasta unos
150 msnm. Sus caracteristicas climaticas incluyen una temperatura
media anual que oscila entre los 27-35 °C, y precipitaciones que
alcanzan los 1.500 mm. Es importante destacar que esta reserva
privada surgi6 como una iniciativa de responsabilidad social
empresarial para recuperar zonas alteradas del bosque seco tropical
nicaragiense en el afio 2004, luego de constatar la degradacion total de
este ecosistema. Con este proposito, se plantaron unos 434.000
arboles de 33 especies nativas de la zona, permitiendo captar aguas
pluviales y la consecuente rehabilitacion de los dos lagos existentes en
la zona. En la actualidad es la tnica reserva privada destinada por
completo a la conservacién del bosque seco tropical y a la produccion
de agua. Nuestro muestreo se realizé durante 2010 (octubre), 2011



(febrero-marzo, octubre-noviembre) y 2012 (enero), cubriendo un
rango altitudinal entre 53-156 msnm.

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila: Zona perteneciente al Sistema
Nacional de Areas Protegidas de Nicaragua, préxima al Volcan
Mombacho y el Gran Lago de Nicaragua (Cocibolca). Esta localizada
en un rango altitudinal entre 50-200 msnm, con una temperatura
promedio anual entre los 25-33 °C y la precipitacion oscila entre 800-
1.300 mm. Su vegetacién es tipica de bosque seco, con arboles de
hasta 30 m de altura, y se puede considerar en 6ptimo estado de
conservacion. Aunque el grado de conservacién es bueno, existen
amenazas al bosque por el cultivo de cafia de azucar a gran escala en
regiones circundantes. Nuestro muestreo ocupd un rango altitudinal
de 50-116 msnm, realizindose en 2009 (octubre y noviembre), 2010
(mayo y noviembre) y 2011 (junio, agosto y septiembre).

Rivas, Finca Sierra Serena: Atrea perteneciente al Sistema Nacional de
Areas Protegidas de Nicaragua y préxima al Gran Lago de Nicaragua
(Cocibolca). Esta zona se encuentra en un rango altitudinal entre 50-
260 msnm y presenta una temperatura media anual de 26 °C y la
precipitaciéon  oscila entre los 1.600-2.000 mm anuales. Las
formaciones vegetales presentes corresponden al bosque seco y
bosque de transicién, alcanzando los 30 m de altura. Es importante
mencionar que la zona sur del pafs refleja gran diversidad y riqueza de
especies por ser zona de interaccion entre las ecorregiones de bosque
seco tropical, el bosque humedo istmefio-atlantico y el bosque
himedo estacional de Costa Rica (Central Intelligence Agency ef al.
2012). Este conjunto de factores hacen que en esta zona, coexistan
especies de flora y fauna asociadas a los diferentes biomas. Esta zona
fue previamente objeto de actividad agricola intensiva, excepto las
zonas altas y de mas dificil acceso, pero en la actualidad se han
impulsado actividades de reforestaciéon y el bosque se encuentra en
estado de sucesion secundaria. Hoy en dfa, las actividades mas
desarrolladas en el area son el turismo y la extracciéon de plantas
medicinales. Las colectas de ejemplares se realizaron durante los afios
2009 (septiembre), 2010 (julio), 2011 (marzo) y 2012 (febrero),
cubriendo un rango altitudinal entre 56-260 msnm.

Adicionalmente, se realizaron colectas en otras ocho localidades que estan
dentro del rango de distribucién del bosque seco tropical en Nicaragua.
Mientras que en las zonas descritas previamente, el muestreo fue
relativamente intensivo y ejecutado durante varias salidas de campo, en las
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localidades complementarias el muestreo fue ocasional. A continuacién se
detallan algunas caracteristicas de estas localidades:

5.
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Chinandega, Reserva Natural San Cristébal-Casita: Area perteneciente al
Sistema Nacional de Areas Protegidas de Nicaragua, cercana al volcan
Casita. Pertenece a la cordillera L.os Maribios, con elevaciones entre
los 300-1.400 msnm. La temperatura y precipitacion oscilan entre 21-
30 °C y 500-2.000 mm anuales, respectivamente. Esta localidad
presenta vegetacion tipica de bosque de transicién, de hasta 15 m de
altura. Su grado de conservaciéon es regular, soportando presiones
antropogénicas relacionadas con el cultivo de cafia para produccion de
azucar y ron. Nuestras muestras fueron capturadas en enero-febrero
del 2012, cubriendo un rango altitudinal entre 310-350 msnm.

Ledn, Jardin Botdanico: Ubicado en las afueras de la ciudad de Leodn, a 50
msnm. Esta area presenta una temperatura media anual estimada que
oscila entre los 29-32 °C y precipitaciones que alcanzan los 1.300 mm
al afio. La vegetacion llega hasta los 25 m de altura y aquellas areas que
no estan dentro de los limites del Jardin Botanico no tienen ningin
estatus de conservacion, por lo cual afrontan actividades productivas
tales como la ganaderia y pesca, ademas de la presion demografica por
el crecimiento poblacional de la ciudad. Nuestras muestras fueron
colectadas durante 2011 (enero, marzo y agosto) y 2012 (enero).

Ledn, Cerro Negro: Esta area pertenece a la cordillera volcanica de los
Maribios y es una zona con elevaciones montafiosas de hasta 730
msnm. La temperatura promedio es de 30 °C y la precipitacion media
anual varfa entre 800-1200 mm. Su vegetacion, tipica de bosque seco,
alcanza una altura de hasta 15 m. Esta area no tiene ningin estatus de
conservacion y esta altamente alterada, siendo principalmente afectada
por la deforestacion para suministro de lefia y carbéon. Nuestro
muestreo se realizé en enero 2012, cubriendo un rango altitudinal de
250-285 msnm.

Ledn, Reserva Natural Isla de Jnan Venado: Zona perteneciente al Sistema
Nacional de Areas Protegidas de Nicaragua, a 0-25 msnm. Presenta
una temperatura y precipitacion media anual de 34 °C y 1.600-1.800
mm, respectivamente. Esta separada del continente por el cauce del
rfo Chiquito, que discurre en paralelo a la costa del Océano Pacifico.
En esta localidad se puede encontrar vegetaciéon de hasta 20 m de
altura, tipica de bosque seco alternada con vegetaciéon de manglar y
bosque humedo. De acuerdo con el Plan de Manejo de la reserva, las
principales amenazas que afronta se deben a factores fisico-naturales



10.

11.

12.

(maremotos, tormentas e inundaciones) y por las practicas
antropogénicas, principalmente relacionadas con el deterioro de las
sub-cuencas hidricas de la teserva. Nuestro muestreo se trealizé en
enero de 2012.

Ledn, La Pag: Localidad ubicada a 70 msnm, perteneciente a la
cordillera de los Maribios y proxima al Lago Xolotlan. Esta area
presenta una temperatura media anual que oscila entre los 29-32 °C y
una precipitacion media anual de 500-2.000 mm. Su vegetacion es
tipica de bosque seco con arboles de hasta 25 m de altura. Su grado de
conservacion es bajo, debido principalmente a las actividades
productivas desarrolladas en la zona, como agricultura, ganaderia y
extraccion de recursos forestales para artesanfa. Nuestras capturas se
realizaron durante el mes de enero de 2012, en un rango altitudinal de
66-113 msnm.

Masaya, Crug; Negra: Localidad ubicada en la zona central de la region
del Pacifico, con montafias de alturas entre 300-600 msnm.
Anualmente, presenta temperaturas entre 23-27 °C y lluvias en un
rango de 1.200-1.400 mm. Su vegetacion se corresponde con la de
bosque seco tropical, con arboles de hasta 10 m de altura. La zona esta
muy alterada debido principalmente al cultivo extensivo de café, frutas

y hortalizas. Nuestros especimenes fueron capturados en 2012 (abril) a
320 m de altitud.

Masaya, Las Flores: Localidad proxima a la ciudad de Masaya, y con
escasa elevacion (150 msnm). La temperatura media anual es de 27 °C
y la precipitacion varfa entre 1.200-1.400 mm anuales. Esta localidad
presenta una vegetacion tipica de bosque seco de hasta 15 m de altura.
Es una zona altamente alterada, principalmente debido a la agricultura

y ganaderia presentes en la zona. Los ejemplares se capturaron en
2010 (julio) a 150 msnm.

Rivas, Finca Escamequita: Area perteneciente al Sistema Nacional de
Areas Protegidas de Nicaragua, ubicada a mas de 30 msnm y limitando
con el Océano Pacifico. Esta zona se caracteriza por una temperatura
y precipitacion media anual de 27 °C y 1.300 mm, respectivamente. Su
formacion vegetal corresponde al bosque seco, con arboles de hasta
25 m de altura. Las principales actividades productivas que se
desarrollan en la zona estan vinculadas a la agricultura, extracciéon de
plantas medicinales y el turismo. Su grado de conservacion es regular.
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La captura de especimenes se realizé durante 2009 (noviembre) y 2012
(febrero), en un rango altitudinal de 96-149 msnm.

Las localidades muestreadas corresponden tanto a areas pertenecientes al
SINAP (Sistema Nacional de Areas Protegidas), a las Reservas Silvestres
Privadas de Nicaragua, o en otros casos, los especimenes capturados
provinieron de areas degradadas, sin ninguna categorfa de proteccién y
con diferentes presiones antropogénicas sobre este ecosistema. Para cada
localidad, en la Tabla 3.1 se detalla la categoria de conservacion, ubicacion
geografica, altitud promedio y el correspondiente numero de individuos
estudiados exclusivamente en esta tesis.

Tabla 3.1. Localidades de muestreo y forma de proteccién actual. Para cada localidad, se
muestra el nimero total de individuos estudiados en esta tesis (n).

Localidades Slstema‘crie Latitud Longitud Altitud
Proteccion (m)

Localidades Principales

L, 195l Mtz fotes Estatal 13,1884  -86,3245 975 448

Moropotente

2. Managua, Reserva Natura Privado 11,8675  -86,5140 83 205
%g?&i‘ia’ Reserva Privada Privado 11,7084  -85,9536 T
4. Rivas, Finca Sierra Serena Privado 11,2334 -85,5512 87 330
Localidades

Complementarias

grg?g‘;zféeagsial{es' Nat. San Estatal 12,6443 -86,9915 329 4
6. Leén, Jardin Botanico Privado 12,4100  -86,9588 50 52
7. Leén, Cerro Negro Ninguno 12,5267  -86,7333 272 21
8. Ledn, Reserva Natural Isla de Estatal 122722 86,8813 95 1
Juan Venado

9. Leén, La Paz Ninguno 12,4477  -86,6216 92 23
10. Masaya, Cruz Negra Ninguno 11,9167  -86,1667 320 2
11. Masaya, Las Flores Ninguno 11,9833  -86,0333 150 48
12. Rivas, Finca Escamequita Estatal 11,2400  -85,8407 115 37

* Incluye dos larvas no identificadas taxonémicamente.
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Materiales y Métodos

3.1.2 Forma de colecta y procesamiento de muestras en
el campo

Los especimenes de Chrysomelidae fueron colectados con diferentes
métodos de captura, usando mangas de barrido, colecta manual, paraguas
invertido y trampas de luz (Figuras 3.2-3.5).

!* ‘ Y (L T v s W

Figura 3.3. Captura de cole6pteros por colecta manual
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Figura 3.4. Captura de cole6pteros con paraguas invertido

Figura 3.5. Cole6ptero capturado con trampa de luz

Los individuos capturados por cualquiera de los métodos mencionados
previamente, fueron inmediatamente guardados en viales con etanol
absoluto para fijar y preservar su ADN. Ademas, se registraron los datos
de ubicacién, coordenadas y, cuando fue posible, la identificacién de la
planta sobre la cual fueron capturados.
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3.1.3 Procesamiento de muestras en el laboratorio

Una vez en el laboratorio, se sustituy6 el etanol, los especimenes fueron
separados en morfoespecies y almacenados en congeladores a -20 °C hasta
la posterior extraccion de ADN. Entre las diferentes subfamilias de
Chrysomelidae presentes en las muestras, se enfocé el estudio a dos de los
grupos mas abundantes, ampliamente distribuidos y con ecologias
diversas: Cassidinae (cassidinos e hispinos) y Galerucinae sensu lato
(alticinos y galerucinos). Asi, unicamente los individuos pertenecientes a
estos dos grupos fueron utilizados para la caracterizacion molecular por
medio del ADN. La muestra para el estudio se obtuvo a partir de la
seleccion de un ejemplar por cada morfoespecie y unidad de muestreo,
que en todos los casos se identific6 como el conjunto de ejemplares
capturados el mismo dia en el mismo lugar (mismas coordenadas
geograficas) dentro de cada localidad. Este procedimiento aspiré a incluir
todas las especies obtenidas en el campo, maximizando su representacion
geografica e idealmente la variabilidad genética incluida en el estudio, y
minimizando costes de procesamiento de muestras.

El procedimiento de extraccion de ADN utilizé una técnica no destructiva
de los ejemplares, donde estos fueron preparados en seco tras la
obtencion de su ADN para la creaciéon de una coleccion de referencia.
Para la extracciéon se usé el cuerpo entero del individuo, se abrieron los
élitros del espécimen y se procedi6 a realizar un corte a lo largo de los
tergos abdominales, usando alfileres entomolégicos esterilizados,
asegurando asi que los productos del kit de extracciéon de ADN pudieran
penetrar en todo el cuerpo. Este procedimiento se realizé para todos los
individuos seleccionados. La extracciéon del ADN gendmico total de los
escarabajos se la realiz6 con el kit de extraccién para sangre y tejido
(DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen Iberia S.L., Madrid), segun las
instrucciones del fabricante. Al final del proceso de extraccion, se
procedié al montaje de los individuos para la posterior incorporacion a la
colecciéon entomolodgica del grupo de investigacion en el Institut de
Biologia Evolutiva (Coleccion IBE-JGZ, Barcelona).

3.1.3.1 Caracterizacion molecular de los animales
La caracterizacion molecular de los ejemplares de Chrysomelidae se basé
en la secuenciacién parcial de la primera subunidad del gen mitocondrial

cttocromo oxidasa ¢ (coxT). Este gen fue amplificado por reacciéon en cadena
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) usando en primera
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instancia los cebadores C7-]-2183-mod (Gémez-Zurita et al. 2012) y TI.2-
N-3074 (Simon et al. 1994), con los cuales se obtuvo un fragmento del
extremo 3’ del gen que oscil6 entre los 831 y 835 pares de bases (pb).

Tabla 3.2. Listado de cebadores utilizados para la amplificacion y secuenciaciéon de las
regiones mitocondriales y cloroplasticas.

Region del ADN Cebadores Secuencia 5’-3’

Gen Cox 1
C1-J-2183-mod (Jettym) CAACATYTATTTTGATIYTIYGG
TL2-N-3014 (Pat) TCCAATGCACTAATCTGCCATATTA
Chy* TWGTAGCCCAYTTTCATTAYGT
SPat GCACTAWTCTGCCATATTAGA

Espaciador intergénico psbA-trnH
psbAF GTTATGCATGAACGTAATGCTC
trnHR2 CGCGCATGGTGGATTCACAATCC
psbA-Int2 CTCATAACTTCCCTCTAGAYYTAGC
trnH-Int1 GCCTTGATCCACTTGGCYAC

*La secuencia del cebador Tom, mencionado en el texto, es complementaria a ésta.

En aquellos casos en los que no fue posible obtener el fragmento entero
de cox? con los dos cebadores antes mencionados, se utilizaron los
cebadores internos: Chy, Tom (Ribera e a/. 2010), y SPat (Timmermans e/
al. 2010). Estos dos fragmentos no se superponen entre si, y cada uno
tiene una longitud aproximada de 400 pb. La combinacién de los
cebadores utilizados y su correspondiente secuencia se detallan en la Tabla
3.2., mientras que las condiciones especificas de cada PCR, se detallan en
la Tabla 3.3.

Cada producto de PCR tuvo un volumen final de 25 pl y contenia, en
orden de adicién, 18,65 ul de agua esterilizada; 2,5 pl de soluciéon tampon
10 x; 1,5 ul de MgCl, 50 mM; 0,25 ul de desoxirribonucleétidos trifosfato
(dANTP’s) 25 mM; 0,5 pl de cada cebador 10 mM; 0,1 ul de Tag-polimerasa
y 1 ul de ADN genémico. Los resultados de la PCR fueron revisados en
geles de agarosa al 1 % con SYBR®Safe (Invitrogen). Los productos de
PCR unicos y del tamafio esperado fueron purificados con dos volumenes
de isopropanol absoluto y 1/10 en volumen de acetato de amonio 5 M.
Tras la cuantificacién y evaluacién de la calidad del producto de PCR
resuspendido mediante espectrofotometria  (NanoDrop ND-1000,
NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA), se usaron 10 ng para
su secuenciaciéon en ambas direcciones con los mismos cebadores usados
para la PCR. La secuenciacién se hizo mediante el kit de secuenciacion
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ciclica BigDye® Terminator v3.1 y un analizador de ADN ABI PRISM®
3700, ambos de Applied Biosystems (Foster City, CA, USA). Todas las
secuencias de ADN obtenidas, tanto mitocondriales como cloroplasticas
(ver siguiente apartado), fueron ensambladas y editadas con el programa
Geneious Pro 5.3.6 (Drummond e7 a/., 2010).

Tabla 3.3. Condiciones especificas de la PCR para cada pareja de cebadores utilizados en
esta investigacion.

Condiciones PCR

Jertym&SPat;
Jerrym&Pat Chy&Pat(SPat); psbA&trnH psbA-Int2&trnH-
’ Intl

Jerrym&Tom
Inicio 94 °C (3 min) 94 °C (3 min) 94 °C (3 min) 94 °C (3 min)
Touchdown 60°C-51°C 1)45 60°C-43°C lxé
Denaturalizacion | 94 °C (30 s) 94 °C (30 s) 94 °C (30 s) 94 °C (30 s)
Anillamiento 50 °C (30 s) 50 °C (30's) 42 °C (30 s) 60 °C (30 's)
Extension 72 °C (1 min) 72 °C (1 min) 72 °C (1 min) 72 °C (1 min)
Extension Final | 72 °C (3 min) 72. ¢ o 72. 1o 72 °C (10 min)

min) min)

3.1.3.2 Caracterizacion
cole6pteros

molecular de dietas potenciales de

Con el objeto de inferir los potenciales recursos alimenticios que utilizan
los coledpteros del bosque seco tropical, se amplificé la region
cloroplastica intergénica no-codificante psbA-frnH a partir de la misma
extraccion de ADN del insecto, que se supone que incluye restos de su
dieta (diferentes plantas en este caso). La PCR fue realizada con los
cebadores universales especificos para plantas: psbAF (Sang et al., 1997) y
trnH?2 (Tate & Simpson 2003). Sin embargo, en ocasiones, la amplificacion
del fragmento completo no fue exitosa, y fue necesario utilizar cebadores
internos disenados en nuestro laboratorio: psbA-Int2 'y truH-Int1
(Papadopoulou e# a/. 2015). Con dichos cebadores internos se realizé una
segunda PCR de re-amplificaciéon a partir de la PCR original y como
resultado de la PCR se obtuvieron tanto productos de PCR tunicos para
ser secuenciados directamente, como casos en los que se obtuvieron
multiples bandas (Figura 3.6). En el ultimo caso, se procedi6 a separar las
bandas en un gel de agarosa al 1,5 % de concentracién, cortando de forma
individual cada banda con cuchillas de bisturi esterilizadas y tomando la
precaucion de no tocar bandas proximas, siendo también muy precisos en
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los cortes para disminuir la cantidad de agarosa en las bandas cortadas. En
los casos en que no fue posible separar bandas por tener un tamafio muy
similar, dichas bandas no se cortaron. Cada banda cortada fue colocada en
tubos e¢ppendorf'y almacenados en el congelador a -20 °C al menos durante
una hora. Transcurrido el tiempo minimo, las bandas congeladas fueron
trituradas con puntas para pipeta de 100 pl. Se utilizé 1 pl de la fraccion
liquida para una re-amplificacion adicional con los cebadores internos
especificados anteriormente. En todos los casos, la re-amplificacion se
basé unicamente en 20 ciclos de PCR. Las secuencias de los cebadores
utilizados estan detallados en la Tabla 3.2., mientras que las condiciones
especificas de la PCR para cada pareja se muestran en la Tabla 3.3. Los
productos de PCR de interés se purificaron, cuantificaron y secuenciaron
como se describi6 previamente para cox’7.

Figura 3.6. Electroforesis de productos de PCR del fragmento cloroplastico psbA-trnH
con multiples bandas en gel de agarosa al 1,5 %, previo a la extraccién de cada banda.
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3.2 Delimitacion molecular de especies de
coledpteros

3.2.1 Obtencién de arboles de genes con secuencias
mitocondriales

Antes de realizar los analisis filogenéticos para la delimitacién de especies
en este grupo de coledpteros neotropicales, las secuencias se agruparon en
dos grandes grupos taxonémicos, Cassidinae o Galerucinae s. / Para cada
grupo, se utilizé unicamente una matriz de haplotipos, eliminando aquellas
secuencias idénticas o redundantes para optimizar el rendimiento
computacional. El filtrado de los datos originales para extraer haplotipos
se hizo mediante el script de Petl collapsetypes_v4.5.p/ (Chesters 2013). Para
cada grupo, se escogieron secuencias de un grupo hermano o divergente
que pudiese servir como grupo externo. En el caso de Cassidinae, se usé
el hispino Chelobasis perplexa (Baly 1858), colectado en el bosque humedo
de Nicaragua, y perteneciente a la tribu Arescini, considerada una de las
mas primitivas de los hispinos (Wilf ez /. 2000; Chaboo 2007), mientras
que para Galerucinae 5. / se escogié a un crisomélido de la subfamilia
Chrysomelinae: Calligrapha multipunctata bigsbyana (Say, 1824) (ndmero de
acceso Genbank: AM283119), por ser esta subfamilia el grupo hermano
de los Galerucinae s. Z (Gémez-Zurita et al. 2008). Las secuencias de cox7
de cada matriz, para las que se constatdé previamente que contenian el
marco de lectura correcto para la proteina, fueron alineadas usando el
algoritmo de alineamiento de secuencias multiples MAFFT version
v7.017, implementando la estrategia G-INS-i (Katoh ef @/ 2002; Katoh &
Standley 2013). En ambos casos se utilizaron los parametros establecidos
por defecto en el programa. Ademas se utiliz6 MEGA 7 (Kumar ez al.
20106) para calcular las frecuencias nucleotidicas de alticinos, cassidinos,
galerucinos e hispinos y del conjunto de crisomélidos. La distancia
interespecifica entre grupos se evalué con distancia-p y el error estandar se
obtuvo mediante 100 réplicas de bootstrap.

A continuacién, para cada matriz de haplotipos se evaluaron
objetivamente los correspondientes modelos de evolucién molecular con
mejor ajuste a la variabilidad observada, bajo el Criterio de Informacion de
Akaike corregido (AIC) y el Criterio de Informacién Bayesiano (BIC)
(Sullivan & Joyce 2005). Estos modelos, que evaltan las sustituciones
nucleotidicas que han ocurrido en la regiéon de ADN estudiada, fueron
ensayados en ambas matrices usando jMode/lTest 2 (Posada 2008; Darriba er
al. 2012). Ademas se evalu6 la estrategia de particion por posicion de
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codones bajo el criterio BIC, utilizando PartitionFinder v.1.1.1 (Lanfear ef al.
2012), para discriminar modelos especificos segun estas posiciones de
codén. Las matrices de haplotipos y los modelos evolutivos seleccionados
se utilizaron para inferir los arboles de las relaciones evolutivas entre
haplotipos mediante los métodos de maxima verosimilitud (ML) e
inferencia bayesiana (BI).

3.2.1.1 Inferencia filogenética mediante Maxima Verosimilitud

Los arboles ML se obtuvieron mediante el programa RAXML (Randomized
accelerated  Maxcimum  Likelibood) version 8.0.4 (Stamatakis 2006, 2014),
explorando el soporte de las relaciones obtenidas con la técnica de
bootstrap o re-muestreo de los datos originales. A partir de cada
alineamiento, se utilizé un arbol parsimonioso aleatorio segin la busqueda
de 20 arboles iniciales (implementado por defecto en el algoritmo rapid
hill-climbing de RAXML), como punto de partida para la optimizacion de la
topologia. A continuaciéon se generaron 1.000 pseudo-réplicas de los datos
para investigar el nivel de soporte de los clados, utilizando la opcién —f
del codigo ejecutable  raxm/HPC-PITHREADS-SSE3.  Ademas  se
especificaron los grupos externos correspondientes y mencionados
previamente, los cuales fueron utilizados en todos los analisis. Debido a
que el programa RAxML sélo tiene implementado modelos de sustitucion
basados en GTR (General Time Reversible) y se desaconseja estimar la
proporcién de sitios no variables en combinacién con el modelo de
distribucion GAMMA (I') (Yang 20006; Stamatakis 2006), los arboles ML
de cox1 se crearon unicamente con el modelo GTR + I'.

3.2.1.2 Inferencia filogenética mediante Inferencia Bayesiana

Para la evaluacién de relaciones evolutivas de cox7 se aplicé también la
inferencia bayesiana especificando una serie de priors relevantes para el
analisis, parametros que se definen previamente y que sitven como
hipétesis de los procesos evolutivos y su rango de valores posibles en los
datos de entrada. En nuestro caso, los datos de entrada fueron las
matrices de haplotipos del gen mitocondrial cx7 de Cassidinae y
Galerucinae 5. /, aplicando tanto los resultados de mejor modelo de
substitucion segun jMode/lTest, como los resultados de la estrategia de
particion por codones evaluados con Partitiontinder, esto es, con las
posiciones 1 y 2 compartiendo el mismo modelo de substitucion, y la
posicion 3 un modelo adicional.
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Se utiliz6 la aplicacion BEAUti (Bayesian Evolutionary Analysis Utility),
implementada en el paquete de BEAST v1.8 (Drummond e 4/ 2012), para
preparar los datos para su analisis, usando un reloj no correlacionado
relajado (Drummond e a/ 2006) siguiendo una distribucién exponencial.
Las condiciones de la busqueda utilizadas en los analisis para conseguir
convergencia, tanto en Cassidinae y Galerucinae s. / se detallan en la Tabla
3.4. Especificamente, los arboles ultramétricos inferidos fueron
construidos segun: (i) modelos de substitucion evolutiva seleccionados
port jModelTest y PartitionFinder; (ii) un reloj no correlacionado exponencial
relajado, con una tasa de substitucion media fijada en 1, con la tasa de
cada rama obtenida a partir de una distribucién exponencial; (iii); (iv)
topologias segin un modelo de coalescencia de tamafio poblacional
constante y distribucién uniforme; y (v) numero de generaciones
suficientes para obtener convergencia en los resultados. Se fij6 la tasa de
substitucion media en el valor arbitrario 1 porque el interés era obtener
una filogenia con tasas de evolucién relativas para usar en GMYC, no para
datar el arbol filogenético. Por otro lado, aunque nuestras matrices estan
conformadas por especies diferentes, se utilizé el modelo de coalescencia
(y no uno de especiacién) debido a que en BEAST no se puede especificar
modelos mixtos, y segun el estudio realizado por Monaghan ez a/. (2009),
un prior de coalescencia resulta mas apropiado para delimitaciéon de
especies con GMYC. El resto de operadores y priors disponibles en
BEAUt se mantuvieron por defecto. Para cada matriz se cred un fichero
en formato xw/, y se llevaron a cabo cuatro analisis de forma
independiente para analizar la convergencia de resultados, utilizando un
computador de dos procesadores de seis nucleos Dual Intel Xeon X5690
del Instituto de Biologia Evolutiva CSIC-UPF (Barcelona, Espafa), y el
portal CIPRES del Centro de Supercomputaciéon de San Diego, USA
(Miller ez al. 2010).

El programa Tracer v1.5 (Rambaut & Drummond 2007) se utilizé con el
fin de constatar la convergencia y equilibrio de las cadenas de Markov, a
través de los valores de ESS. En todos los casos, se aceptaron los analisis
independientes con convergencia y que obtuvieron para todos los
parametros valores de ESS mayores a 200. Se combinaron los archivos
generados de los cuatro analisis independientes utilizando LogCombiner
v1.8 (Drummond ez a/. 2012), eliminando el 10 % inicial de las cadenas de
Markov generadas, previas al punto en que se alcanza estabilidad en la
estima de los parametros. A continuacion, los arboles muestreados fueron
resumidos con TreeAnnotator v1.8 (Drummond ez a/. 2012) para generar
un unico arbol consenso, aplicando la estrategia de mayor credibilidad de
clados (maximum clade credibility tree) usando la mediana de las alturas de los
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nodos. La visualizacion de los arboles obtenidos se la realizé con el
programa FigTree (Rambaut 2008).

Tabla 3.4. Pardmetros especificados en la inferencia filogenética de Cassidinae y
Galerucinae s. / segun el criterio bayesiano en el programa BEAST 1.8, considerando
datos particionados y sin particionar. M = millones de generaciones.

Cassidinae Galerucinae s. /.
No .. No ..
Particionados Particionados Particionados Particionados
GTR+I1+G*/GTR
+1+Ga +
Modelode gy +GP, no GTR+1+G ~ CTRATGY/TNOS+
substitucion +Gb, no conectados
conectados
Reloj Exponencial no correlacionado relajado con una tasa de sustitucion media
evolutivo fijada en 1.
Conjeturas -
del Arbol Coalescente, de tamafio constante y generado al azar
Cadenas de 50 M 300 M 250 M 500 M
Markov
2 Posicion 1&2
b Posicion 3

3.2.2 Métodos de delimitacién de especies basados en
secuencias

Para determinar las potenciales especies de Chrysomelidae presentes en
nuestro muestreo, se procedié a utilizar dos de los modelos mas utilizados
que permiten hacer estas aproximaciones objetivas y usando informacion
a partir de un unico /eus: el modelo Generalizado Mixto de Yule y
Coalescencia (GMYC) y el modelo de Arboles por procesos de Poisson

(PTP).
3.2.2.1 Delimitacién de especies con el modelo GYMC

El modelo GMYC (Pons ¢ al. 2006) combina la teorfa del proceso de
nacimiento de linajes independientes (especies) y la teorfa de Coalescencia
dentro de la especie, utilizando la variacion genética de un grupo de
secuencias. El método analiza la tasa de ramificacion de las secuencias en
el arbol filogenético, separando especies y poblaciones, donde la longitud
de las ramas entre especies estan determinadas por procesos
macroevolutivos como especiaciéon y extinciéon (Yule 1925; Nee e al.
1994), mientras que la longitud de ramas dentro de la especie reflejan los
procesos microevolutivos de coalescencia neutral en las poblaciones
(Hudson 1990). Por lo tanto, este método encuentra los nodos que
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definen especies putativas y aplica un test de razén de verosimilitud (LRT
por sus siglas en inglés) para evaluar el ajuste de la longitud de las ramas a
un modelo mixto de nacimiento del linaje y coalescencia neutral
poblacional. Ademas, tiene la ventaja de que fue desarrollado
especificamente para evaluar un unico /ocus, con lo que es muy apto para
datos mitocondriales, y no se requiere conocimientos previos de las
potenciales especies a delimitar (Pons ez 2/ 2006; Fontaneto ez al. 2007).

El modelo GMYC permite calcular (i) un tnico umbral o limite, o (i) un
umbral multiple que varia a lo largo del arbol filogenético (Monaghan e al.
2009), para separar aquellos procesos de diversificacién de los procesos de
coalescencia, y determinar asi el niumero de grupos de coalescencia
(=especies) presentes en una muestra. Para comprobar si hay evidencia
significativa en la transicién entre coalescencia y especiacion, se calcula la
probabilidad de que los eventos de diversificaciéon mas recientes, sean mas
antiguos que los eventos de coalescencia mds antiguos, y se compara
contra un modelo nulo, donde todo el arbol pertenece a un solo evento de
coalescencia, esto es a una sola especie. Ademas, el método provee de un
intervalo de confianza estadistico, donde se evalian los limites de las
potenciales especies presentes en el conjunto de datos, calculados a partir
de la solucién de 2 unidades de log-verosimilitud desde el valor calculado,
correspondiendo a un intervalo de confianza equivalente al 95 %.

A pesar de las ventajas y facilidad de aplicacién de éste método de
delimitacion de especies, presenta ciertas desventajas, que se deben tomar
en cuenta: (i) podria ser dificil para el método encontrar el punto de
transicion entre procesos de especiacién y coalescencia cuando existe, por
ejemplo, una tasa de especiacion rapida y un tamafio poblacional grande;
(i) no siempre es posible ajustar los datos a un arbol filogenético
ultramétrico, un requisito indispensable del modelo; y, en relacién con
esto ultimo, (iii) la necesidad de aplicar metodologias para convertir
arboles en ultramétricos, podria introducir sesgos en la longitud de las
ramas y su topologifa, conduciendo a una sobreestimacion o subestimacion
de los linajes evolutivos (Tang e al. 2014).

A pesar de esas limitaciones, este método ha sido ampliamente aplicado
en diferentes grupos taxonémicos y a diferentes escalas y regiones
geograficas, tanto en (i) vertebrados: primates (Dellicour & Flot 2015),
murciélagos (Esselstyn e a/ 2012), peces (Bagley e al. 2015; Costa-Silva ez
al. 2015; Roxo et al. 2015), reptiles (Batley ez al 2013; Miralles & Vences
2013; Blair ez al. 2015); (ii) invertebrados: mariposas (Talavera ez a/. 2013;
Tang et al. 2014; Dumas e al. 2015; Kekkonen e# al. 2015; Toussaint ez al.
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2015), dipteros (Carew & Hoffmann 2015; Lin e al 2015), avispas
(Gebiola e al. 2012; McLeish & van-Noort 2012; Schwarzfeld & Sperling
2015), colémbolos (Katz et al. 2015), caracoles marinos (Puillandre e al.
2012; Modica et al. 2014), abejas (Lecocq ez al. 2015), arafas (Hamilton e#
al. 2011; Hedin 2015), saltamontes (Pocco e al 2015); (iii) plantas
vasculares (McLeish & van-Noort 2012; Su ez a/. 2015); (iv) musgos (Lang
et al. 2015); (v) hongos (Leavitt e/ al. 2015) y (vi) algas (Allewaert e# /.
2015; Guillemin ez a/. 2015; Zuccarello e al. 2015). En el caso particular de
Coleoptera, los estudios de Hendrich ez al. (2010), Astrin et al. (2012),
Ikeda et al. (2012), Papadopoulou e al. (2013), Rodriguero ez al. (2013),
Baselga ez al. (2013), Garcia-Lopez et al. (2013), Hambick e# al. (2013),
Montagna e al. (2013), Fujisawa et al. (2014), Andajar et al. (2015),
Kundrata ez al. (2015), Nguyen & Gémez-Zurita (2016) o Thormann ef al.
(2016), son algunos de los ejemplos donde el método GMYC ha sido
aplicado para delimitar especies putativas, describir especies nuevas en
combinacién con criterios morfolégicos, o revelar especies nuevas en el
caso de grupos cripticos.

Con el objetivo de inferir las especies potenciales presentes en el muestreo
de Cassidinae y Galerucinae s5. /Z con el modelo GMYC y a partir de los
arboles de maxima verosimilitud, se probaron tres métodos distintos que
transformaron dichos arboles ML en ultramétricos. Esta exploracion de
alternativas se plante6 debido al potencial sesgo que se podtia introducir
en los resultados debido a la seleccion de una unica estrategia de
linealizacion, porque cada método implementa algoritmos que evalian la
tasa de sustitucion y el tiempo de divergencia de forma distinta. Los
métodos aplicados fueron: t8s, PATHdAS y treePL.

a) Método de Verosimilitud Penalizada: Este método facilita la
estimacion de las tasas de evolucién molecular absolutas, ajustando la
longitud de las ramas de un arbol filogenético, y esta implementado en el
programa 18s (Sanderson 2003). R8s es un método semi-paramétrico, y
utiliza estrategias paramétricas y no-paramétricas para relajar el supuesto
de una tasa de evolucién constante y asi obtener mejores estimas de
tiempo. El programa requiere conocer el nimero de pares de bases de las
secuencias mitocondriales y un arbol filogenético con longitudes de rama
estimadas, esto es, la informaciéon del nimero de substituciones a lo largo
de cada rama. Si se desea especificamente datar el arbol filogenético,
ademas se pueden afadir varios puntos de calibracién para escalar la tasa y
tiempo a unidades absolutas. Para ello, en los parametros de entrada se
identifican los nodos a los que se les asigna una edad maxima o minima.
En nuestro caso, nosotros unicamente requerfamos un arbol ultramétrico
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con edades relativas para analizar en GMYC, por lo cual se fij6 la rafz con
un valor arbitrario.

Cada uno de los arboles filogenéticos (con datos particionados y sin
particionar) obtenidos con RAxML de Cassidinae y Galerucinae s. /
fueron evaluados con este método, usando la version t8s 1.71
(http:/ /loco.biosci.atizona.edu/t8s/). Siguiendo las instrucciones del
manual, el andlisis de 18s consistié en la estima de un valor de “swoothing’
6ptimo , valor numérico no paramétrico, que penaliza los cambios
drasticos en la tasa de sustitucién de las ramas, y un analisis de calibracién
del arbol, ajustando el valor de ese parametro obtenido en el paso previo
mediante un analisis de validaciéon cruzada. En todos los casos se
eliminaron los grupos externos utilizados para enraizar los arboles
filogenéticos de maxima verosimilitud utilizando el comando “prune”. La
correccion de las tasas relativas se hizo fijando arbitrariamente la edad del
nodo raiz a 100, aplicando el algoritmo truncado de Newton para evaluar
el desempefio de los valores de smoothing y escoger el que mejor se ajustase
a los datos a partir de una prueba de chi-cuadrado, y mediante el método
de verosimilitud penalizada (PL, por sus siglas en inglés).

b) Método PATHAJS: Este programa, disefiado para datar filogenias,
estima arboles ultramétricos a partir de arboles que no se ajustan a un reloj
molecular estricto (Britton ez @/ 2007). Este método utiliza un algoritmo
rapido, de computaciéon sencilla, y por ello estda especialmente
recomendado para estimar tiempos de divergencia a partir de arboles
filogenéticos muy grandes (miles de taxones). El fundamento de PATHAS8
considera que la edad relativa de un nodo especifico se puede estimar a
partir de la distancia promedio existente desde ese nodo hacia todos los
nodos terminales, relativa a la distancia promedio desde la raiz del arbol
hacia todos los nodos terminales, bajo el supuesto implicito de que la
variaciéon promedio entre grupos hermanos no es muy variable. El
programa ademas implementa un método de longitud de ruta media
(MPL: Mean Path Length) para establecer un reloj molecular, y se encarga
de la tasa de variacion de substitucion a través de una tasa de “swoothing’
local.

El requisito fundamental para producir un arbol ultramétrico con
PATHAS consiste en usar un arbol filogenético de topologia especifica y
con longitudes de rama calculadas a partir del numero de substituciones.
Ademas, es posible especificar la edad de nodos concretos para mejorar la
calibracién del arbol, sea con datos fosiles o con edades de referencia.

55



Para cada arbol de RAxMI. de Cassidinae o Galerucinae s. /4, los
parametros establecidos fueron: (I) nimero de pares de bases de las
secuencias mitocondriales, (ii) la topologia éptima obtenida con RAXML,
y (iii) la ubicacién del nodo raiz, usando la posicién del grupo externo
como edad de divergencia maxima.

c) Método #reePl.: Es otro método desarrollado para transformar la
longitud de las ramas de un arbol filogenético, de tal forma que sea
proporcional al tiempo de divergencia (Smith & O’Meara 2012). Al igual
que 18s, es un método de verosimilitud penalizada, aunque en este caso
utiliza algoritmos que son eficientes para estimar el tiempo de divergencia
en conjuntos grandes de datos, por ejemplo en filogenias con miles de
taxones, permitiendo acelerar la optimizacién y evitar los éptimos locales.
Asi, treePL estima tasas evolutivas y tiempos de divergencia bajo un
enfoque semi-paramétrico que permite que las tasas de sustituciéon varien
entre ramas del arbol. De la misma forma que r8s, treePL calcula un valor
de smoothing 6ptimo que controla por la heterogeneidad de tasa que se
permite entre ramas, y a través de un analisis de validaciéon cruzada y los
respectivos resultados del test de chi-cuadrado para cada uno de los
valores smoothing resultantes del analisis.

Todos los arboles ultramétricos de Cassidinae y Galerucinae s. / obtenidos
con treePL, usando datos particionados y sin particionar, fueron
recuperados con los siguientes parametros: (i) el mejor arbol filogenético
inferido con RAxML; (ii) el valor de smoothing ajustado por validacion
cruzada; (iii) el numero de pares de bases de las secuencias mitocondriales;
(iv) la edad del nodo raiz fijada arbitrariamente a 100; (v) la funcién prime
que se ejecuta la primera vez para probar las diferentes posibilidades de
optimizacion del analisis; y (vi) la funcién thorough, que aunque puede
ralentizar un poco el analisis, asegura que éste continuara hasta que haya
convergencia de resultados.

Una vez que se obtuvieron los arboles ultramétricos, tanto con cada uno
de los métodos indicados previamente para arboles ML, como los arboles
BI obtenidos directamente con BEAST, se aplicé la funcion multi2di del
paquete ape de R (Paradis e# a/. 2004) para resolver potenciales politomias
en las filogenias y generar arboles completamente dicotémicos. A
continuacién se utilizé el programa SPlits (Ezard ez a/. 2009) en RStudio
(R Development Core Team 2013), para aplicar el método GMYC vy la
estrategia de umbral simple, y asi (i) encontrar el punto de transicién entre
especiacién y coalescencia, (if) optimizar el valor de maxima verosimilitud
del modelo para encontrar los nodos ancestrales comunes mas recientes
que definen especies diferentes, y (iii) encontrar los intervalos de
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confianza de los parametros establecidos en el modelo con un 95 % de
probabilidad. Estos intervalos fueron calculados como soluciones dentro
de 2 unidades log-verosimilitud a partir de la 6ptima. Se opté por no
utilizar la estrategia de umbral multiple (Monaghan e a/. 2009; Fujisawa &
Barraclough 2013), que aunque tiene un fundamento mas plausible al
suponer que el origen de todas las especies no es sincrénico, se ha
demostrado con datos empiricos que sobreestima el numero de especies y
no se ajusta significativamente mejor que la opcién de umbral simple (por
ejemplo ver en: Papadopoulou e¢7 al., 2013; Talavera e al., 2013; Modica ez
al., 2014; Lang et al., 2015; Schwarzfeld & Sperling, 2015).

3.2.2.2 Delimitacién de especies con el modelo PTP

El modelo PTP (Zhang e a/ 2013) delimita las especies potenciales a
partir de un arbol filogenético no-ultramétrico, calculando la tasa de
especiacién directamente a partir del numero de substituciones, y usa
algoritmos heuristicos para identificar la clasificacién mas verosimil de los
procesos evolutivos de diversificaciéon y especiacion a nivel poblacional y
de especie. La idea fundamental de PTP es que el numero de
substituciones entre especies ha de ser significativamente mas elevado que
el numero de substituciones dentro de una especie. Asi, el método asume
que: (i) cada substitucién tiene una pequefia probabilidad de generar
especiacién; (if) hay una distribuciéon Poisson que describe especiacion y
otra independiente que describe la ramificacién intraespecifica; (iii) en
ambos casos el nimero de substituciones hasta el siguiente evento de
ramificacién sigue una distribucién exponencial. El modelo PTP infiere
especies putativas que son consistentes con el Concepto Filogenético de
Especie (PSC por sus siglas en inglés). Para obtener las especies putativas,
el método estima el nimero de substituciones medio esperado por sitio
entre dos eventos de ramificacion, usando la informacién de las longitudes
de rama de la filogenia. Luego implementa dos tipos de proceso de
Poisson: eventos de ramificacién intra- e interespecificos, antes de inferir
el nimero de especies mas probable a partir de un arbol filogenético
bifurcado inicial. Recientemente se implementé en el procedimiento la
opcién de delimitar especies potenciales bajo un enfoque bayesiano
(bPTP), en el que se utilizan cadenas de Markov para estimar la
probabilidad posterior de cada clado. Los valores mas altos de dicha
probabilidad posterior en un clado determinado indicarfan que todos los
descendientes de ese clado pertenecen a la misma especie con mayor
probabilidad (Zhang ez al. 2013). PTP asume que la filogenia de referencia
es un arbol de especies (no un arbol de genes) que refleja el conocimiento
sobre la tasa y proceso de especiacion, por lo cual sus resultados, al igual
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que los de cualquier método de delimitacién de especies, deben ser
considerados como hipétesis iniciales y no evidencias e facto, que deben
testarse con analisis adicionales de validacion de especies (por ejemplo:
informaciéon genética complementaria, distribuciéon geografica y/o
caracteres morfolégicos).

La ventaja principal de PTP es que no requiere un arbol de genes
ultramétrico, algo que es obligatorio con el modelo GMYC, evitando asi la
posibilidad de sesgos en la obtencién de resultados por la transformacion
analitica de las longitudes de rama de los arboles. Por otra parte, es
necesario considerar que PTP tiende a sobreestimar el nimero de especies
putativas cuando en el arbol filogenético hay desequilibrios en el namero
de individuos por especie (Zhang e al. 2013). Hasta la fecha, algunos de
los estudios que han aplicado este método de delimitacion de especies han
sido realizados por Cottontail e al (2014); Leasi & Norenburg (2014);
Modica e al. (2014); Tang et al. (2014); Dumas ef al. (2015); Hedin (2015);
Lang et al. (2015); Leavitt ez al. (2015); Lin ez al. (2015); Schwarzfeld &
Sperling (2015); Toussaint e al. (2015); o Nguyen & Goémez-Zurita (2016).
En la mayoria de estos estudios, los resultados son congruentes al
comparar especies delimitadas con PTP y con el método GMYC, aunque
segun estudios de simulacién, PTP es al parecer mds consistente que
GMYC, sobre todo cuando las distancias evolutivas entre especies son
pequenas (Zhang ez al. 2013; Fontaneto e al. 2015).

En nuestro caso, los mejores arboles filogenéticos de Cassidinae y
Galerucinae s. Z, usando datos particionados y sin particionar y creados
con RAxXML, fueron utilizado para obtener la delimitaciéon de especies
putativas segun PTP y bPTP. En todos los casos, los analisis fueron
ejecutados en linea utilizando la herramienta disponible en:
http://species.h-its.otg/ptp/. Para los analisis, se especificaron 500.000
generaciones y el resto de parametros se usaron con sus valores por
defecto, siguiendo las recomendaciones de los autores, y aceptando los
resultados que habian alcanzado equilibrio y convergencia.
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3.3 Estimacién de la riqueza de especies de
coledpteros

3.3.1 Diversidad Alfa

Para estimar el grado de éxito de nuestros muestreos en conseguir una
muestra representativa de la diversidad de los grupos focales, se calcul6 el
namero de especies esperadas de Cassidinae y Galerucinae s. / mediante
estimadores ecolégicos clasicos de riqueza de especies y también
aplicando la técnica de rarefaccién, segun sus implementaciones en el
programa EstimateS v.9.1.0 (Colwell 2013). Como el muestreo no fue
diseflado en términos cuantitativos, y la seleccion de especies para el
analisis molecular trat6 de maximizar la diversidad fenotipica y no
representar la frecuencia de captura de cada morfoespecie, inicamente se
usaron datos de incidencia (presencia/ausencia) para predecir el nimero
de especies esperadas en el area muestreada (Gotelli & Colwell 2011). En
EstimateS, se usaron matrices de incidencia para cada una de las cuatro
localidades principales, y también de forma conjunta, asi como del total de
12 localidades muestreadas. En todos los analisis, se hicieron tres analisis,
con diferentes consideracciones de egpecie: (i) morfoespecies; (ii) especies
inferidas exclusivamente a partir de datos moleculares; o (iii) especies
resultantes de la integraciéon de datos moleculares y morfologicos. Cada
matriz de incidencia estuvo constituida por datos de presencia de cada
especie en cada unidad de muestreo. En todos los casos, la unidad de
muestreo fue la fecha especifica de captura en cada sitio de muestreo, tal
como se indicé en la seccién 3.1.3. Los estimadores basados en datos de
incidencia usados fueron: 1CE (Incidence-based Coverage Estimator), Chao 2,
Jackknife 1 y Jackknife 2 (Gotelli & Colwell 2011; Colwell 2013). En
algunos casos (especificamente, Chao 2 y Jackknife 1), se calculd la
desviacion estandar de las estimas a partir de 100 aleatorizaciones de cada
grupo de datos y re-muestreo. Las curvas de rarefaccion y sus intervalos
de confianza al 95 % se obtuvieron aplicando 100 re-muestreos y un
factor 3.0 x de proyeccion tedrica del muestreo.

3.3.2 Diversidad Beta

La diversidad Beta (Whittaker 1960) mide la heterogeneidad en la
composiciéon de las comunidades entre dos o mas sitios teniendo en
cuenta las especies que comparten y las que no comparten. En nuestro
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caso, el calculo de la diversidad beta entre las comunidades de Cassidinae
y Galerucinae s. / de las cuatro localidades principales, se realizé mediante
el programa betapart (Baselga & Orme 2012) en R. Este programa permite
evaluar la heterogeneidad de las comunidades proporcionando una
medida de disimilitud de forma global a partir de la diversidad beta de
Sorensen (1948) para cada par de localidades evaluadas, ademas de la
contribucién de los componentes de reemplazamiento (Zurnover; beta de
Simpson, 1943) y anidamiento (nestedness; a partir del indice desarrollado
por Baselga, 2010) a esta disimilitud global. En nuestro caso, se
prepararon matrices de presencia (1) o ausencia (0) de las especies de
crisomélidos (en columnas) en las localidades donde fueron registrados
(filas), y se aplico la funcioén beta.multi para calcular los indices de interés
del conjunto de localidades, y la funcién beta.pair para los calculos
correspondientes entre cada par de localidades.
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3.4 Inferencia molecular del alimento de los
coledpteros

3.4.1 Inferencia taxonomica de secuencias
cloroplasticas utilizando BAGpipe

Las secuencias cloroplasticas psbA-trnH obtenidas a partir de las
extracciones de ADN total de los coledpteros fueron usadas para la
identificacién taxonémica de las plantas de procedencia, asumiendo que
buena parte de ellas derivarfan de la dieta de los insectos. Debido al
elevado nimero de secuencias cloroplasticas por identificar, la asignacién
taxonomica de las dietas potenciales de Chrysomelidae de bosque seco se
realiz6 mediante el procedimiento automatico denominado BAGpipe
(pipeline for Biodiversity Assessment using GenBank data; Papadopoulou ef al.,
2015). Este procedimiento funciona a través de una serie de procesos que
combinan: (i) la busqueda de secuencias homodlogas en una base de datos
de referencia con informacién taxonémica, y (ii) la aplicacién de criterios
fenéticos y filogenéticos para la asignaciéon taxondmica de secuencias
desconocidas por comparacion con las anteriores.

3.4.1.1 Construccion de la base de datos de referencia de

BAGpipe

A pesar de que en la actualidad el uso de cédigos de barra genéticos para
la identificaciéon taxonémica es comun, las bases de datos publicas
disponibles para vincular informacién de secuencia de ADN con nombres
de especies no son exhaustivas, y en el caso de algunos grupos
taxonomicos hiperdiversos (como las plantas vasculares y los coledpteros)
en regiones geograficas de gran diversidad (particularmente en los
tropicos), su representatividad es muy limitada. Por lo tanto, crear una
base de datos de referencia local con diversidad intra- e interespecifica es
altamente recomendable (Garcia-Robledo e# a/. 2013), ya que favorece el
proceso de identificacion de secuencias desconocidas y su asignacion a
especies conocidas (Kress ¢z a/. 2015; Papadopoulou ez a/. 2015).

En nuestro caso, siguiendo el procedimiento de BAGpipe, se creé una
base de datos de referencia de secuencias cloroplasticas psbA-trnH
obtenidas a partir de la dltima actualizacion de GenBank disponible (17-
abril-2015). Para crear esta base de datos de referencia, se restringié la
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obtencion de secuencias a la division Magnoliophyta (donde se concentra
la mayor diversidad de dietas conocidas de Chrysomelidae) y con su
respectiva informacién taxonémica; se estandarizaron la orientacién y el
tamafio de la regiéon estudiada utilizando un grupo de secuencias
representativas de éste fragmento; y se eliminaron duplicados para un
mismo taxén de secuencias idénticas o muy parecidas utilizando criterios
de similitud de secuencia. Estos pasos se llevaron a cabo de forma
automatica con seripts de BAGpipe (Papadopoulou et al, 2015). Es
importante destacar que en los datos obtenidos de GenBank, ya
estuvieron disponibles las secuencias psbA-#rnH de la flora de Nicaragua,
generadas en nuestro laboratorio y en el proyecto en el que se enmarca
esta tesis doctoral (Papadopoulou e a/ 2015). Estas secuencias se
obtuvieron a partir de plantas herborizadas en las mismas localidades que
nuestros especimenes, con el objetivo de mejorar la resolucion
taxonémica de los resultados y complementar la representatividad de
dicha flora en las bases de datos publicas, como lo es GenBank.

3.4.1.2 Asignaciéon taxonomica mediante criterios fenéticos y
tilogenéticos

La asignacién taxonomica de las secuencias cloroplasticas con BAGpipe
utiliz6 dos estrategias: (i) inferencia fenética, a través de distancias
genéticas, e (ii) inferencia filogenética basada en arboles de Maxima
Verosimilitud. En el primer caso, se us6 un limite de identidad del 85 %
para crear grupos con nuestras secuencias “no identificadas” o
“problema” similares (¢c/usters). Esta agrupacion inicial es obligatoria en el
caso de las secuencias de psbA-#rmH, ya que la divergencia filogenética y la
presencia de muchos zndels (inserciones o deleciones de nucléotidos en una
secuencia) largos hace irreconocibles las homologias, que sélo se retienen,
y por tanto se pueden alinear, hasta un cierto umbral de divergencia. Pero
ademas, al filtrarse los datos por semejanza, se generaron subconjuntos de
los mismos de tamafio mas discreto, potencialmente mejorando el
rendimiento computacional de los analisis filogenéticos posteriores. A
continuacién, se compar6 cada grupo de secuencias contra la base de
datos de referencia, y se retuvieron aquellos fragmentos homologos a cada
cluster con similitud mayor al 80 %, y con su respectiva identificacién
taxonémica. Para cada grupo, compuesto por secuencias problema y
secuencias de referencia, se calculé su distancia genética por pares
mediante el algoritmo global de distancia pareada Needleman-Wunsch,
para obtener la mejor coincidencia respecto a las secuencias de referencia. La
asignacion taxonomica se realizé a partir de la identificaciéon de la parte
comun de la taxonomia en las coincidencias al 1% y al 4% de similitud.
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Finalmente, se hizo una exploracién del nimero de secuencias homoélogas
involucradas en cada grupo, ya que los autores recomiendan manejar
subgrupos de datos con una cantidad de secuencias que oscilen entre 10 y
500 por motivos de eficiencia computacional, sobre todo cuando se
pueden recuperar miles de secuencias para un mismo grupo. En los casos
en que se obtuvo subgrupos de datos con cantidades por debajo o por
encima de lo sugerido, se modificé el limite de divergencia hasta obtener
el tamafio recomendado.

Para la asignacién taxondmica basada en arboles filogenéticos, cada grupo
de secuencias y sus respectivos homoélogos fueron alineados con el
algoritmo implementado en BAGpipe, MAFFT E-INS-; (Katoh &
Standley 2013), y se crearon los respectivos ficheros en formato “phylip”
relajado. Con el objeto de identificar y corregir posibles alineamientos
erroneos, todos fueron inspeccionados en Geneious Pro 5.3.6 antes de
continuar con el proceso automatico, y se editaron unicamente aquellos
que tenfan errores obvios de alineamiento (tipicamente en los extremos de
las secuencias). A continuacién, se utilizdé el programa RAxXML y el
algoritmo —f « con el método de bootstrapping rapido (100 pseudo-réplicas)
para inferir las relaciones filogenéticas de cada grupo de secuencias con la
opcion de analisis en paralelo (parallelization). Debido a que los arboles
obtenidos no tenfan un grupo externo para fijar la raiz del arbol, se aplicd
la estrategia de enraizado en el punto medio (widpoint rooting)
(Papadopoulou ¢ a4l 2015). Finalmente, se asocié la informacion
taxonémica de cada clado del arbol con nuestras secuencias problema
segun dos criterios: liberal y estricto. La asignaciéon taxonémica liberal
consistié en identificar la posicién de la secuencia problema dentro del
arbol y el primer clado con soporte mayor al 70 % del que la secuencia
forma parte, asignandole la taxonomia que comparten todos los elementos
del clado. La asignacion estricta consistié en identificar el siguiente clado
soportado que incluye al primero con la secuencia no identificada, y
asignar la taxonomia que comparten todos los taxones involucrados.
Como paso final, se generé una tabla con los resultados obtenidos de
asignacion taxonomica fenética y filogenética para cada secuencia
problema.

Durante el proceso fue necesaria la eliminacioén de secuencias de GenBank
con identificaciones taxonémicas erroneas, que se iban reconociendo al
completarse los analisis, especificamente al inspeccionar los arboles
filogenéticos y revisar las tablas de resultados. Cuando se observaron
diferencias taxonémicas marcadas (en rangos de tribus, familias u ordenes
diferentes) entre la asignaciéon segin la “mejor coincidencia” y la
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asignacion basada en el arbol filogenético, se comprobé la taxonomia de
GenBank de las secuencias involucradas. En estos casos, tipicamente se
verificaba que secuencias indistinguibles o muy parecidas tenfan
clasificaciones muy divergentes (p. e¢j., familias distintas), lo que
determinaba que la busqueda de taxonomia compartida de integrantes de
un clado revelara solapamientos sélo en rangos taxonémicos altos (p. ej.
orden, si las familias al menos pertenecian al mismo). Ademas, cada
secuencia dudosa se sometié a una busqueda en blast (Altschul et al. 1997),
constatando su anotacién taxondmica y la de las secuencias mas similares.
Cuando hubo sospechas razonables sobre la incorrecta asignacion
taxonomica de alguna secuencia depositada en GenBank, se procedié a
eliminarla de la base de datos de referencia, y se repiti6 todo el proceso de
asignacion taxonomica. La lista de secuencias de GenBank con
discrepancias taxondmicas halladas en este estudio se detallan en el
Apéndice 1.

3.4.2 Evaluacion de la fiabilidad de las inferencias de
dieta

3.4.2.1 Propésito del ensayo experimental

La caracterizaciéon de dietas por medios moleculares depende en gran
medida de la cantidad y del nivel de degradacién del material organico
ingerido, asi como del desempefio de la PCR. Dada la naturaleza de este
material y de sus estrategias de recuperacioén, ademas de la incertidumbre
sobre la procedencia de las secuencias obtenidas, si del tracto digestivo de
los animales o contaminacién ambiental, se disefi6 un experimento para
evaluar la fiabilidad de los resultados de la inferencia de potenciales
plantas hospederas de los crisomélidos del bosque seco. Para evaluar si
existen sesgos en la identificacién de dietas al aplicar metodologias
diferentes, se compararon los resultados de inferencia de dieta obtenidos
con el procedimiento estandar (apartado 3.1.3.2) con los de protocolos
alternativos de laboratorio diseflados para descartar la posibilidad de
contaminaciéon ambiental.

3.4.2.2 Disefio de los experimentos
En concreto, estos ensayos se hicieron con dos especies de cassidinos:

Ischnocodia annulus (Fabricius, 1781) y Physonota alutacea (Boheman, 1854), y
seis especies de alticinos: Alagoasa decemguttata (Fabricius, 1801), Blepharida
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suturalis (Jacoby, 1885), Glenidion sp., Omophoita octomacnlata (Crotch, 1873),
Syphrea sp. 'y Walterianella  venustula (Schaufuss, 1874). Los ensayos
experimentales difirieron segun la muestra utilizada. (1) Los individuos de
L. annulus fueron capturados sobre cinco especies de plantas identificadas
taxonémicamente: Ardisia revoluta (Primulaceae), Chiococca alba (Rubiaceace),
Eungenia acapulcensis (Myrtaceae), Gouania lupnloides (Rhamnaceae), y Trophis
racemosa (Moraceae), y se utilizaron para determinar si las inferencias de
dieta basadas en secuencias psbA-trnH obtenidas con  técnicas
convencionales de extraccion de ADN, y explicadas previamente
(apartado 3.1.3.2), se correspondian con las plantas sobre las que fueron
colectados. (2) Por su parte, los alticinos de cada especie fueron separados
en dos grupos. Uno fue tratado segun el procedimiento estandar. Al otro
grupo se le aplic6 un protocolo de descontaminacién externa con
hipoclorito sédico previo a la extraccion de ADN (Montagna e a/l. 2015),
con el fin de garantizar que ningun resto de ADN vegetal ambiental
permaneciera adherido al cuerpo. Asi, las secuencias resultantes deberfan
provenir del interior del animal, idealmente de su tubo digestivo. (3) Por
ultimo, los individuos de Physonota alutacea, también se dividieron en dos
grupos. Uno se someti6 al procedimiento convencional de extracciéon de
ADN; vy el resto de individuos fueron descontaminados con el mismo
protocolo que los alticinos, antes de proceder a la diseccién de su tubo
digestivo utilizando pinzas esterilizadas. La extracciéon de ADN se realizé
a partit de cada tubo digestivo, asegurando asi que se amplificaba
exclusivamente el material vegetal consumido por cada individuo.

3.4.2.3 Asignacién taxonémica de los fragmentos cloroplasticos

Las nuevas extracciones de ADN de las muestras tratadas se utilizaron
para amplificar y secuenciar el mismo fragmento de psbA-#rnH del
procedimiento habitual, que inclufa la secuenciacién directa asi como la
secuenciaciéon de productos reamplificados (ver apartado 3.1.3.2). La
identificaciéon taxonémica de estos fragmentos cloroplasticos se realizo
con el mismo procedimiento automatico BAGpipe explicado con
anterioridad. En este caso, siendo estos experimentos posteriores a los de
determinacion de dieta a partir de las muestras nativas, la base de datos de
referencia se cred con posterioridad, con la informacién actualizada en
GenBank del 19 de agosto de 2014, y siguiendo todos los pasos descritos
previamente en el apartado 3.4.1.
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3.4.2.4 Comparacion de tratamientos

La comparacion de las inferencias de dieta entre determinaciones a partir
de ejemplares nativos o tratados para su descontaminacion se realizé en
funcién de las especies de coledpteros analizados. En una primera
instancia se hizo una recopilacién de las plantas hospederas encontradas
en la bibliografia para cada una de las especies (o géneros) involucradas en
este experimento. Asi, en el caso de los individuos de Ischnocodia annulus,
las inferencias de dieta obtenidas por técnicas moleculares convencionales
se compararon con la informacién de la planta sobre la que fueron
colectados y los registros bibliograficos.

En el caso de las especies de alticinos y Physonota alutacea, las inferencias de
dieta fueron evaluadas estadisticamente para identificar si los métodos de
laboratorio alternativos tenfan algin efecto en las inferencias de dieta
encontradas. Debido a que los datos no segufan una distribucién normal,
los test paramétricos no eran apropiados y se recurrié al analisis
multivariante basado en permutaciones (Borcard ez al 2011),
especificamente utilizando un analisis de Correspondencias Candnico
(CCA; ter-Braak & Verdonschot, 1995). Se aplicé este analisis porque
permite representar, en un espacio geométrico de pocas dimensiones, las
relaciones existentes entre un conjunto de objetos. Estos objetos
generalmente son dos matrices: una matriz de variables dependientes (o de
respuesta) y una matriz de variables independientes (o explicativas), y a
partir del analisis CCA se busca la relacién de ambas matrices por medio
de técnicas de regresion multivariante. En nuestro caso, se construyé una
matriz de incidencia de dietas (segin la familia botanica identificada en
BAGpipe) para cada individuo estudiado; esta matriz fue la de respuesta.
Adicionalmente se cre6 una matriz de variables explicativas, donde cada
individuo se asoci6 a informacién del tipo de amplificacion (directa o por
medio de bandas), la clase de protocolo aplicado (convencional o
alternativo) y la especie de crisomélido correspondiente. Utilizando ambas
matrices, se aplico CCA en el programa vegan (Oksanen ef al. 2015a) de R.
Para evaluar la significacion del efecto de las variables explicativas se
utiliz6 la funcién anova de vegan en los ejes CCA con 999 permutaciones.
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3.4.3 Caracterizaciéon de las interacciones insecto-
planta: los coledpteros de Nicaragua y sus plantas
hospederas

La descripcion de las interacciones entre alticinos, cassidinos, galerucinos
e hispinos con sus respectivas plantas hospederas en el bosque seco, se
realizaron a partir de la construcciéon de redes alimenticias bi-tréficas,
donde cada miembro de un nivel tréfico esta conectado tnicamente con
miembros del otro nivel tréfico (Dormann ez 4/ 2008). Para generar las
redes alimenticias, se crearon matrices de abundancia (como herramienta
exploratoria de los datos, ya que somos conscientes de las limitaciones de
nuestro muestreo) y matrices de incidencia para las cuatro localidades
principales: Reserva Domitila, Reserva Miraflores-Moropotente, Reserva
Natura y Finca Sierra Serena. En cada matriz las columnas representaron
las especies del nivel tréfico superior (coledpteros) y cada fila
correspondié al nivel tréfico inferior (especies de planta inferidas como
dieta), y las interacciones se visualizaron usando la funcion plosweb del
programa bipartite en R (Dormann et al 2008). La estructura de las
asociaciones troficas insecto-planta se describié a partir de (i) indices
basados en aspectos cualitativos de redes tréficas y, a modo exploratorio,
de (if) medidas cuantitativas de redes tréficas con la funcion nemworklevel
del programa bipartite.

3.4.3.1 Indices basados en redes troficas cualitativas

Se calcularon varios indices y descriptores de redes basados en matrices
binarias, incluyendo: (i) nimero de conexiones por especie (N¢); (ii)
conectancia (Co), que describe la estructura de la red segin la proporcion
del nimero de conexiones observadas sobre el numero de posibles
conexiones, excluyendo interacciones dentro del mismo nivel tréfico; (iii)
modulos o compartimentos (Mo), que describe el nimero de regiones que
no estan conectadas con ningun otro moédulo; (iv) nimero promedio de
hospederos compartidos (H¢), que es una medida de semejanza de las
preferencias en la seleccion de hospederos (Dormann e al. 2009); (v)
robustez de la red (Ro), una medida que indica en qué grado afecta la
pérdida de especies a la topologia de la red (Estrada 2007), y que puede
medirse a partir de una eliminacién aleatoria de especies (Burgos ez al.
2007) o de manera ordenada, empezando por la extinciéon de las especies
mas generalistas (Memmott ez a/. 2004).
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3.4.3.2 Indices basados en redes troficas cuantitativas

Exploramos algunas medidas que requieren datos cuantitativos,
unicamente para explorar el comportamiento de nuestros datos, a través
de los siguientes indices cuantitativos que describen patrones de la
comunidad segin la abundancia de las interacciones: (i) generalidad
compensada (G¢), que se interpreta aqui como el nimero promedio de
especies de plantas hospederas por especie de coledptero (Bersier ef 4.
2002; Dormann e# al. 2009); (ii) solapamiento de nicho (§7), que indica la
similitud promedio en patrones de interaccion entre especies del mismo
nivel tréfico (Horn 1966), reflejando fronteras de habitat; y (iii) grado de
especializaciéon  (Es), medida que describe la exclusividad de las
interacciones (Dormann e a/. 2009).
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3.5 Correlaciones ecologicas

Un objetivo central en Ecologia es explicar la distribucion de las especies
en términos de las variables ambientales que caracterizan un ecosistema
determinado. Para este fin, existen algunos métodos estadisticos que
permiten identificar las variables o los factores que presumiblemente
actuan restringiendo a las especies a un lugar determinado (Legendre &
Legendre 1988). Una forma de aproximar la cuestién de si existe
estructura en la composiciéon de especies de una regioén, que pueda
asociarse a factores ambientales o de otro tipo, es a través del analisis de
medidas de disimilitud para los diferentes factores de interés y que
relacionen diferentes areas en la region (Goslee 2010). Este tipo de
matrices de distancia pueden representar variables de diferente escala y
tipo: categbricas, de rango o intervalo, y pueden contener datos
univariantes o multivariantes (Lichstein 2007).

3.5.1 Recopilacién de variables explicativas

En nuestro caso, para identificar los potenciales factores y su influencia en
la composiciéon de las comunidades de Chrysomelidae en las cuatro
localidades principales del estudio, consideramos varias variables: (i) la
distancia (posicion) geografica entre localidades; (i) la variacion en la
composicion florfstica entre localidades medida a partir de su diversidad
beta; asi como (iii) algunos atributos abiéticos y ecoldgicos que permiten
caracterizar el ecosistema donde habitan los crisomélidos de bosque seco.
Como procedimiento general para identificar el grado de influencia de
estos factores que potencialmente influirfan en las diferencias de la
composicion de las comunidades de Chrysomelidae, se realizé un analisis
de correlacion entre matrices de disimilitud, utilizando la diversidad beta
de Sorensen, representando como distancias todos los factores
considerados en este estudio. Dependiendo de la naturaleza de los datos,
se aplicaron diferentes metodologfas para la obtencién de dichas matrices,
las cuales se detallan a continuacion.

3.5.1.1 Distancias geograficas
Una prediccién razonable y compatible con planteamientos neutralistas

respecto al efecto de la distancia geografica sobre la composicion de las
comunidades es que a mayores distancias las comunidades tiendan a ser
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mas diferentes. Sin embargo, los procesos espaciales no son
independientes del ambiente, y dos sitios alejados pueden compartir
especies en virtud de caracteristicas ambientales que las seleccione; vy, al
revés, lugares geograficamente proximos pueden ser muy diferentes en la
composiciéon de sus floras y faunas dependiendo de distintos factores,
tipicamente ambientales (p. ¢j., gradientes climaticos relacionados con la
elevacién), pero también la existencia de barreras geograficas que limiten
la dispersion. En todo caso, es legitimo preguntarse acerca del efecto de la
separacion geografica sobre la composicion de la biota de un conjunto de
localidades. Asi, con el fin de identificar si el efecto de la distancia
geografica es significativo en la composicion de comunidades de
crisomélidos asi como su correlacion con otros factores, se calculd una
matriz de distancia geografica entre cada par de localidades, utilizando el
programa Geoggraphic Distance Matrix Generator (v.1.2.3) (Ersts, P. ].). Este
programa calcula la distancia entre dos puntos geograficos a partir de un
listado de sitios georeferenciados, obteniendo la distancia lineal en grados
geograficos sexagesimales.

3.5.1.2 Distancias floristicas: diversidad beta de la flora del
bosque seco

Es inmediato pensar que las diferencias floristicas entre localidades
podrian jugar un papel muy importante, determinando en buena medida la
composiciéon de las comunidades de herbivoros. Para identificar la
relevancia de la composicion vegetal respecto a la composicion de las
comunidades de crisomélidos de las cuatro localidades principales del
estudio, se generaron matrices de disimilitud de flora de estas localidades.
Para ello se recopilaron inventarios floristicos de estas localidades
proporcionados por la Dra. Indiana Coronado, botanica del Jardin
Botanico Ambiental de Leén (Nicaragua). Se crearon matrices binarias
con estos datos a partir de las que se calcularon los correspondientes
indices de disimilitud de Serensen entre localidades utilizando el programa
betapart en R.

3.5.1.3 Distancias ambientales: analisis de varianza de variables
ambientales

El clima es uno de los principales factores que modelan un ecosistema
determinado y su influencia afecta directamente a la capacidad de
dispersién de distintos grupos taxonémicos (Aradjo & Pearson 2005).
Conocer el efecto de las variables climaticas y otras peculiaridades del
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ambiente sobre las comunidades es crucial y relevante para comprender
mejor la forma en que éstas se estructuran. Actualmente, existen
metodologias que permiten extraer numerosas variables que definen un
ambiente o una regiéon de una forma sistematica y a partir de esos datos
elaborar estrategias para su comparacion. En este estudio estos datos
ambientales se usaron para expresar el grado de diferencia ambiental entre
localidades mediante matrices de disimilitud, de modo que una mayor
“distancia ambiental” reflejarfa mayores discrepancias en los factores
ambientales considerados.

Para esta caracterizaciéon ambiental se recopilaron mapas publicos globales
en formato raster o shapefile con informaciéon sobre altitud, condiciones
abidticas (aridez ambiental, temperatura y precipitacion) y funciones
ecosistémicas (cobertura vegetal, evapotranspiracion potencial y biomasa).
En todos los casos, los mapas se visualizaron en QGIS (QGIS
Development Team 2013) y, aplicando las herramientas de este programa,
se delimitaron capas correspondientes a Nicaragua, extrayendo a partir de
ellas los valores las variables ambientales en cada uno de los puntos de
muestreo de las localidades de interés, para un total de 65 puntos con
coordenadas. En la Tabla 3.5 se describe brevemente el tipo de
informacién recopilada en cada capa, que de forma resumida consistié en
24 wvariables: 19 con datos climaticos de precipitacion y temperatura,
ademas de aridez ambiental, cobertura vegetal, evapotranspiracion
potencial, biomasa y altitud.

Si consideramos este conjunto de datos multivariantes como una
coleccion de sitios posicionados en un espacio, donde cada variable define
una dimensién, entonces inicialmente partimos de 24 dimensiones para
interpretar la relaciéon entre dichas variables. Para hacer posible la
interpretacion y ordenacion de estos datos, a fin de identificar y medir los
aspectos importantes del ecosistema, se recurrié a métodos estadisticos
para la reduccién de dimensionalidad (Zuur e a/. 2007). En concreto, la
ordenacién de sitios de muestreo segun sus condiciones ambientales se
realiz6 mediante un analisis de componentes principales (PCA). El
objetivo del PCA es ordenar un conjunto de datos a partir de las variables
que los definen, segun su varianza en multiples dimensiones (o ejes). El
método PCA trata de reducir esta dimensionalidad al maximo, idealmente
proyectando los datos sobre pocos (dos o tres) componentes o ejes con
significado, esto es, que recojan la mayor parte de la varianza de las
variables que estos datos abarcan, siendo aconsejable que la varianza
explicada por estos pocos ejes sea mayor al 80 % (Borcard ez a/. 2011).
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Tabla 3.5. Descripcion y origen de las variables ecolégicas incluidas en la caracterizacion
ambiental de las cuatro localidades estudiadas de bosque seco tropical.

Nombre Descripcion Fuente Unidad
19 variables bioclimaticas http:/ /www.wotldcli E;fqntaclon:
BIOCLIM relacionadas a la precipitacién ~ m.org; Hijmans ez al, ’
Temperatura:
y temperatura. 2005) oC

Los datos muestran la

proporcién de area cubierta

con ramas y hojas en los
Porcentaje de  arboles, a partir de imagenes
cobertura satelitales. Para las zonas de ISCGM, 2008 Porcentaje (%)
arboérea arboles caducifolios, los datos

se calcularon a partir del

periodo del afio con mayor

florecimiento.
Modelo de elevacion digital del  EROS Data Center, Altitud en
DEM metros sobre el
terreno 2010 .
nivel del mar
Evapotranspira IDEUENGES pr(.)ces.o,s de o CGIAR-CSI, " .
7z . evapotranspiracion y déficit de Milimetros/uni
cion Media luvi fectatian €l Trabucco, A., and dad de tiempo
Anual {via que atectarian © Zomer, R.J. 2009 ad de tiemp

potencial crecimiento vegetal.
Indice de aridez media anual,
Aridez Media que muestra la humedad

Valores bajos

CGIAR-CSI, C
indican menor

Trabucco, A., and

Anual dlsp.on.lble para el potencial Zomer, R.J. 2009 hgmedgd
crecimiento vegetal. disponible
.. Cantidad de carbono ,
Prp dugnwdad atmosférico fijado en las UNEP, 2010 Kég—carbONn por
primatia neta m? por afio

plantas como biomasa.

El analisis de PCA sobre la matriz cuantitativa de las 24 variables se llevo
a cabo mediante la funcién 74z del programa vegan en R (Oksanen ef .
2015a). Utilizando la opcién scale=TRUE, se eliminé la colinealidad entre
las wvariables, especificando asi que el calculo de la varianza de los
componentes se hiciera a partir de una matriz asociada de correlacion, tras
transformar y estandarizar las variables (media = 0; desviacion estandar =
1) (Borcard e al 2011). Esta estrategia evita utilizar la matriz de
covarianza que esta “distorsionada” por las diferentes escalas que aplican a
los datos originales de las variables. De esta forma, se obtuvieron los ejes
ortogonales (no correlacionados) que servirfan para los siguientes analisis,
en lugar de los valores originales de las variables. El namero de
componentes que explican al menos el 80 % de la varianza de los datos se
obtuvo mediante la opcion summary y se representd de forma grafica con
la funciéon evplot de Borcard ez al. (2011). Las graficas bi-dimensionales de
los ejes significativos se crearon con la funcién biplot y scaling = 1, para
proyectar las coordenadas donde los eigenvectores estuvieran escalados a
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una unidad de longitud y las distancias entre objetos en la grafica
representaran una aproximacion de sus distancias euclidianas en el espacio
multidimensional (Borcard e7 a/. 2011).

Asi, para obtener una medida de “distancias ambientales” entre pares de
localidades, se usaron los eigenvalores obtenidos en los componentes
significativos, para proyectar esos valores en una grafica y calcular el
centroide (punto medio) de la nube de puntos de cada localidad y
determinar asi la distancia euclidiana existente entre cada par de
localidades. La proyeccion de los eigenvalores se hizo con la funciéon
ordiplot3d de vegan3d (Oksanen et al. 2015b). La agrupacion de valores por
localidad se hizo con las funciones hclust y ward, que minimizan el error de
la varianza y producen resultados significativos a partir de cualquier tipo
de distancias, sean euclidianas o no (Borcard ez 2/ 2011). El calculo de
centroides para cada grupo se hizo mediante la funcién cw/Means de R. Por
ultimo, la distancia entre centroides, nuestra version de la “distancia
ambiental” entre localidades, se calculé a través de la funcidon dist
(method= “euclidean™) de R.

3.5.2 Analisis multivariante de factores modeladores de

biodiversidad

En nuestra aproximacion a la evaluacion de los factores condicionantes de
diferencias en la estructura de la comunidad de crisomélidos del bosque
seco tropical en Nicaragua (D, [matriz de respuesta], exploramos la
contribuciéon o importancia relativa de la posicion geografica (D,opasica)> 12
composicion floristica (Dy,ic.) V 1as caracteristicas ambientales (D, inc)
[matrices explicativas]. Esta contribuciéon se calcul a partir de un analisis
de correlaciéon multivariante sobre matrices de disimilitud generadas segun
los procedimientos descritos en el anterior apartado, utilizando el
programa ecodist (Goslee & Urban 2007) en R. Para ejecutar estos analisis,
se requiere que todas las variables consideradas estén en términos de la
disimilitud entre objetos con las que plantear las hipétesis, esto es, (i) una
matriz de disimilitud calculada a partir de datos de respuesta, y (ii) otras
matrices que deben contener disimilitudes calculadas a partir de los datos
explicativos (Goslee 2010). Asi, cada matriz fue descompuesta en vectores
representando las correspondientes distancias por pares y se aplico la
regresion contra el vector de la matriz de respuesta. Ademas del analisis de
regresion multiple con todos los datos, se plantearon varios escenarios
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(modelos) para cuantificar el efecto ante la ausencia de una determinada
variable, analizindose asi: (i) un modelo general, donde estuvieron
incluidas todas las matrices explicativas; y (i) modelos anidados explicados
exclusivamente por la interaccién de dos de las variables explicativas
(Figura 3.7). Debido a que los elementos de las matrices de distancia
pudieran no ser independientes, el estudio de su significaciéon fue
aproximado mediante técnicas de pseudo-replicacion, por medio de
permutaciones, donde R’ se obtuvo como el valor promedio del
coeficiente multiple de correlacion al cuadrado de # permutaciones (Manly
1986). Este coeficiente de correlacién multiple (RY) de Pearson se calcul6
con la funcion MRM de ecodist (Goslee & Urban 2007), el cual combina la
correlacion de Mantel y la regresion multiple, permitiendo el analisis de
regresion de dos o mas matrices de disimilitud, e incorpora de forma
explicita las distancias geograficas de los sitios de muestreo en los analisis.
Debido a que la acumulaciéon de variables explicativas incrementa la
varianza explicada por correlaciones aleatorias, la R presenta sesgo, y para
corregirla se aplicé un modelo lineal en todos los casos (Borcard ef 4.
2011). El valor de R’ puede oscilar entre 1y 0, y los valores cercanos a 1
indican alta prediccion de la variable dependiente a partir de las variables
explicativas, mientras que valores proximos a 0 indican que el modelo
lineal (con las variables utilizadas) no explica la variabilidad en la matriz de
respuesta. La significaciéon estadistica del coeficiente de correlacion
multiple se evalu6 a través de 999 permutaciones.

De forma adicional, también se evalud el efecto puro (efecto exclusivo de
una variable sobre la matriz de respuesta) de los factores ambientales
sobre las diferencias en la composicion de especies de crisomélidos. Esto
se hizo mediante un analisis de correspondencia candénica (CCA; ter Braak
& Verdonschot, 1995) a partir de funciones de zegan. En primera instancia,
las 24 variables fueron agrupadas en tres categorias: (i) atributos abiéticos
(precipitacion, temperatura y aridez ambiental); (if) atributos ecosistémicos
(biomasa, evapotranspiracion potencial e indice de cobertura vegetal); y
(iti) altitud sobre el nivel del mar. Se analiz6 cada categoria por separado y
la significaciéon de los resultados se evalué por medio de 999
permutaciones de los datos originales. Para facilitar la interpretacion de las
graficas bi-dimensionales del CCA, se calculd el crulo de equilibrio de
descriptores (Legendre & Legendre 1988), que permite evaluar la
contribucién de cada descriptor a la formacién del espacio reducido,
usando la funcién cleanplotpca de Borcard e al (2011). Segin esta
representacion, las variables con vectores mas largos que el radio del
circulo tienen una contribucién superior al promedio y pueden ser
interpretadas como aquéllas que mas aportan a la varianza de los datos
(Borcard ez al. 2011).
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Materiales y Métodos

Modelo anidado 2

Posicion geografica Atributos abioticos
y ecosistémicos

Figura 3.7. Diagrama de los condicionantes potenciales que servirfan para explicar la
composicion de la comunidad de crisomélidos en cuatro localidades de bosque seco de
Nicaragua. Se muestran cuatro hipdtesis a testar: un modelo general, donde se incluyen
todas las variables explicativas (elipse gris), y tres modelos anidados (lineas discontinuas).
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4.1. Morfoespecies de coledpteros

Tras la selecciéon en el laboratorio de un ejemplar por morfoespecie y por
unidad de muestreo para los analisis moleculares, en total se estudiaron
1.320 ejemplares pertenecientes a los dos grupos focales del estudio:
Cassidinae y Galerucinae s. / (Tabla 4.1). En el caso de Cassidinae se
estudiaron 449 individuos que se separaron en 69 morfoespecies, tanto de
cassidinos (38 morfoespecies) como de hispinos (31 morfoespecies). Para
Galerucinae s. /, se analizaron 871 individuos de 182 morfoespecies: 112
alticinos y 70 galerucinos. En total, partimos de la hipdtesis de 251
morfoespecies en nuestra muestra que, en algunos casos, pudieron
asignarse a taxones concretos, bien a nivel genérico o de especie
(Apéndice II): 27 morfoespecies de cassidinos, 17 de hispinos y 30
especies de alticinos. La gran mayoria de especies permanecen sin
identificacion, lo que da mas valor a la disponibilidad del material de
coleccion de referencia para su futura asignacién taxonoémica. En el
Apéndice II, ademas de las morfoespecies encontradas, agrupadas por
tribu, incluyendo su asignacién taxonémica cuando fue posible
identificarlas, se relacionan también la localidad y fecha de captura, genes
amplificados, numero de potenciales plantas hospederas recuperadas por
métodos moleculares (ver apartado 4.5.1), y la inferencia taxonémica de
dichas dietas (ver apartado 4.5.3).

4.2. Delimitacion de especies de coledpteros
utilizando herramientas moleculares

4.2.1 Matriz de secuencias mitocondriales y diversidad
haplotipica

En el laboratorio, los 1.320 individuos fueron utilizados para amplificar la
region mitocondrial cox7. Sin embargo, no todos los casos fueron
exitosos, a pesar de varias modificaciones en el protocolo de amplificacién
de ADN. Como resultado, se obtuvo informacién para el 88,9 % de los
individuos, esto es, 1.174 secuencias mitocondriales: 392 pertenecientes a
cassidinos e hispinos y 792 a alticinos y galerucinos. La Tabla 4.1 muestra
el nimero de individuos (n), el nimero de morfoespecies implicadas, la
cantidad de secuencias y de haplotipos obtenidas para cada subfamilia y
grupo de especies.
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Tabla 4.1 Numero de individuos, morfoespecies, y secuencias mitocondriales obtenidas,
segun la subfamilia y grupo de especies.

Individuos
Subfamilia  Grupo n  Motfoespecies Morfoesp ccles con Haplotipos
sin cox1 secuencia (coxT)
cox1
Cassidinae 449 69 3 392 190
cassidinos 323 38 1 289 123
hispinos 126 31 2 103 67
Galerucinae s./. 871 182 17 782 554
alticinos 589 112 6 535 367
galerucinos 282 70 11 247 187
Total 1.320 251 20 1.174 744

Los fragmentos amplificados de cox7 no fueron del mismo tamafo.
Aunque el alineamiento general de los 744 haplotipos estuvo compuesto
por 833 posiciones, se obtuvieron 830 pares de bases (pb) en alticinos y
galerucinos, 833 pb en cassidinos y 831 pb en hispinos. Las frecuencias
nucleotidicas fueron similares entre grupos (Figura 4.1), con la riqueza en
AT esperada segun otros estudios (71,2 %). El alineamiento de estas
secuencias mostré un 59,4 % de posiciones variables, un 57,8 % de las
cuales eran informativas.

Cassidinos

328

159
136

it |

Hispinos

373
332

1541 gy
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Alticinos

395
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\i !
396

313
£4_|ﬂ
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D Timina D Citosina
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[] Guanina

Figura 4.1 Frecuencias nucleotidicas observadas para cada grupo, asi como de forma

general para los 744 haplotipos de los cuatro grupos estudiados.
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La diferencia promedio entre secuencias de una misma especie (distancia-
p, no corregida) considerando la delimitacién inicial de morfoespecies fue
de p = 0,165, con la maxima divergencia observada en el caso de los
hispinos (0,173) y la minima en el grupo de los galerucinos (0,154) (Figura
4.2). Las distancias genéticas interespecificas entre cassidinos e hispinos
fueron menores, en general, que en el caso de Galerucinae s. Z, y las
mayores divergencias se encontraron entre especies de alticinos e hispinos

(0,231) (Tabla 4.2).
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Figura 4.2 Divergencia intraespecifica promedio (puntos) de las especies de alticinos,
cassidinos, hispinos y galerucinos. El error estandar (lineas discontinuas) esta calculado a
partir de 100 pseudo-réplicas. Los valores estan calculados segun la distancia genética por
pares no corregida.

Tabla 4.2 Distancias genéticas interespecificas no corregidas por pares, calculadas a partir
de un total de 744 haplotipos de cox7. Los valores de error estandar (en la parte superior
de la matriz) estan calculados a partir de 100 pseudo-réplicas.

Hispinos Cassidinos Galerucinos Alticinos

Hispinos 0,008 0,010 0,009
Cassidinos 0,191 0,010 0,010
Galerucinos 0,230 0,228 0,008
Alticinos 0,231 0,228 0,181

4.2.2 Delimitacién de especies basada en arboles

Los analisis para la delimitacion molecular de especies se realizaron
unicamente con los haplotipos, analizando cada subfamilia por separado, y
los individuos fueron restituidos a su especie molecular a posteriori a partir
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de la informacién de secuencias compartidas. Para el 11 % de los
individuos no se consiguié amplificar el fragmento cox7, representando un
total de 20 morfoespecies para las que no dispusimos de secuencias
mitocondriales (Tabla 4.1; Apéndice II).

4.2.2.1 Cassidinos e hispinos

A pesar de que la filogenia para cassidinos e hispinos deriva de un unico
marcador de evolucién rapida, el arbol obtenido retuvo cierta estructura
compatible con lo esperado segin la sistematica actual del grupo, con la
mayoria de hispinos y de cassidinos agrupados en sendos clados. Los
analisis de maxima verosimilitud e inferencia bayesiana a partir de las
matrices de haplotipos de cox7 infirieron relaciones internas muy parecidas
en cada grupo, con variaciones ligeras en las topologias,
independientemente de la estrategia utilizada (Figura 4.3; Apéndice 11I).

La Tabla 4.3 muestra los resultados de los diferentes procedimientos de
delimitaciéon de especies aplicados a los datos de cox7 de Cassidinae. El
numero de entidades moleculares o especies inferidas a partir de las
diferentes topologias y procedimientos analiticos ensayados oscil6 entre
71 (GMYC a partir del arbol ML linealizado con PATHdAS) y 78 (GMYC a
partir del mismo arbol ML, pero linealizado con r8s), con intervalos de
confianza en un rango de 69 a 85, dependiendo del andlisis (Tabla 4.3).
Asi, las estimas de GMYC (71-78) y PTP (74-75) fueron altamente
congruentes. Los arboles obtenidos a partir de modelos evolutivos
propios de las posiciones de codén produjeron estimas de numero de
especies ligeramente mas conservativas (71-76 especies), excepto en el
caso de bPTP, que las obtenidas con un unico modelo de sustitucioén para
todas las posiciones del alineamiento (74-78 especies). Aunque el numero
de unidades inferidas fue muy parecido entre las aproximaciones usadas,
las especies concretas no siempre coincidieron (Figura 4.3). En esta
subfamilia, el numero de singletons inferidos difirié segun el método
aplicado (Tabla 4.3). Las inferencias mas conservadoras se obtuvieron al
linealizar el arbol de Maxima Verosimilitud con PATHdAS8 (27 %), mientras
que haplotipos unicos fueron separados en un mayor nimero de especies
al utilizar el mismo arbol con r8s (36 %). En conjunto, 16 especies
putativas de Cassidinae fueron inferidas a partir de un unico haplotipo, en
completo consenso entre morfologia y todos los métodos de delimitacion

aplicados (Figura 4.3).
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Tabla 4.3 Comparacién de resultados de los analisis GMYC y bPTP/PTP con los
diferentes métodos de delimitaciéon de especies basados en arboles de genes para la
subfamilia Cassidinae. Para cada método se detalla nimero de linajes evolutivos
independientes (Nij), el numero de linajes con mas de un haplotipo (Ny), incluyendo sus
respectivos intervalos de confianza (IC), y el porcentaje de singletons (especie de un tnico
haplotipo) inferidos. Ademas se detallan los valores de verosimilitud del modelo nulo
(Vo) (evento unico de coalescencia en todo el arbol), y verosimilitud del modelo GMYC
con umbral simple (Vaayc). La significacion de la razén de verosimilitud (RV) fue
evaluada usando una prueba de chi-cuadrado con tres grados de libertad, que compar6 el
modelo nulo y el modelo GMYC tal como esta implementado en el programa SPlits (*, P
< 0,001).

) % Aciertos
Arbol  Criterio Ny ICii . . N, IC, Vo Vomyc RV con
singletons
mspp.
BEAST NP 75 73-78 28 41 40-42 1.161,88 1.24450  165,24" 57
P 75 72-77 28 39 39-41 1.389,99 1.524,61 269,23" 57

RAxML NP 76 72-78 29 39 37-40 143,89 345,88 403,99 59

+ ds8
P 71 69-72 27 39  39-39 219,59 579,51 719,84* 60

RAxML NP 78 77-78 36 36 36-37 57,39 268,37  421,95* 58

+ 18s
P 76 75-76 33 38 38-39 129,86 441,29 622,87* 57

EAXML NP 76 74-78 32 39 37-40 8,65 189,87 362,45 59

treePL P 76 76-77 30 39 38-39 91,22 365,46 548,48* 58
LPTP NP 74 73-85 31 n/a n/a n/a n/a n/a 60
P 75 73-85 33 n/a n/a n/a n/a n/a 58
NP 74 s/d 31 n/a n/a n/a n/a n/a 60
PTP
P 75  s/d 33 n/a n/a n/a n/a n/a 58

NP = No particionado
P = Particionado
n/a = no aplica

En la Figura 4.3 se muestra el arbol filogenético inferido mediante
Maxima Verosimilitud (datos sin particionar), a fin de mostrar las
relaciones entre secuencias de cox7 sin distorsionar la longitud de sus
ramas, y los resultados de la inferencia de especies con cada uno de los
métodos y estrategias de delimitacién de especies aplicados.
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Figura 4.3 Delimitacion de especies en la muestra de Cassidinae del bosque seco de
Nicaragua, e inferidas a partir del gen mitocondrial cox7. En el arbol de Maxima
Verosimilitud, se indican los valores de bootstrap mayores al 70 % obtenidos con RAxML.
Las ramas pertenecientes a cassidinos se muestran en negro y las de hispinos en naranja.
Los terminales corresponden a haplotipos, y entre paréntesis se indica el nimero de
individuos que comparten ese haplotipo. Las columnas representan los resultados de
delimitacién de especies segun cada método y tipo de datos, y la de la derecha la
agrupacion de los individuos por morfoespecie, mostrandose en negro aquellos casos en
que hay diferencias entre hipétesis morfologica e inferencia molecular. En el caso de
discrepancias, siempre por subdivisiones de una unica morfoespecie, las entidades
moleculares se muestran en diferentes colores cuando hay diferencias entre métodos.
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En general, todos los métodos de delimitacion de especies infirieron
resultados muy parecidos, y la proporcion de especies moleculares que
coinciden con las 69 morfospecies de Cassidinae oscilé entre 83-87 %
(Tabla 4.3; Figura 4.3). Especificamente, encontramos incongruencias
entre morfoespecies y especies inferidas a partir de cox7 en diez casos
(Tabla 4.4), correspondientes a ocho morfoespecies de cassidinos:
morfoespecies 1 (Charidotella sexpunctata), 17 (Agroiconota propingua), 19
(Ischnocodia annulus), 22, 24 (Physonota alutacea), 25 (Physonota sp.), 62 (Deloyala
Juliginosa), y 64 (Helocassis clavata); y dos de hispinos: morfoespecies 41 y 45
(Octhispa elevata). Estas incongruencias se debieron a la deteccion de mas
especies moleculares que morfoespecies, y en varios casos por la presencia
de un haplotipo divergente que determiné la delimitacion de dos
entidades para un mismo morfotipo (morfoespecies 1, 19, 62 y 64). Es
importante destacar que en el caso de la morfoespecie 1 (Charidotella
sexpunctata), ademas de encontrarse dos entidades moleculares, éstas
podrian no ser monofiléticas (Figura 4.3). El caso con mayor nimero de
potenciales especies moleculares corresponde a la morfoespecie 22, para la
cual todos los métodos arrojaron resultados diferentes (excepto BEAST
que identific6 dos potenciales especies), independientemente de la
estrategia aplicada. Por ejemplo, con el método r8s se delimitaron cuatro
especies diferentes al analizar cox7 sin particiones, y dos especies al
analizar cox7 con particién por codones (Figura 4.3).

En pocos casos—concretamente las morfoespecies 22, 41 y 45—se pudo
verificar un patrén en el que individuos con haplotipos divergentes
correspondfan ademas a poblaciones segregadas geograficamente del resto
(Tabla 4.4). En el caso mencionado de la morfoespecie 22, la mayoria de
métodos moleculares infirieron dos o mas especies, separando a los
individuos colectados en la zona centro del pafs (Reserva Naura y Reserva
Domitila) de los capturados en el sur (Reserva Escamequita y Finca Sierra
Serena). La separacion en dos especies de las morfoespecies 41 y Octhispa
elevata (morfoespecie 45) también podrian explicarse por su ubicacién
geografica, ya que los individuos mas divergentes fueron colectados al
norte del pafs, en la Reserva Miraflores-Moropotente, mientras que el
resto de especimenes provenian del centro y sur.
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Tabla 4.4 Incongruencia entre morfoespecies de cassidinos e hispinos y entidades
moleculares delimitadas a partir de haplotipos de cx7 con los métodos GMYC vy
PTP/bPTP.

Entidades ; ;
Grupo (l:glng:; Taxon segun GMYC 1\11::;1 1\i(1)1(I:n Alopatria
y PTP/bPTP
cassidinos 1 Charidotella sexpunctata 2 25 7 No
17 Agroiconota propinqua 1-2 12 4 No
19 Ischnocodia annulus 2 42 6 No
22 1-4 10 4 Si
24 Physonota alutacea 1-2 45 4 No
25 Physonota sp. 1-2 2 1 No
62 Deloyala fuliginosa 2 16 4 No
64 Helocassis clavata 2 3 No
hispinos 41 12 5 Si
45 Octhispa elevata 1-3 4 St

Adicionalmente, encontramos un caso, el de la morfoespecie 21, en que
no fue posible identificar el tipo de incongruencia pues mientras que un
individuo era adulto y pudo identificarse como Coptocycla leprosa, el otro era
una larva y no pudo asignarse a ninguna morfoespecie.

4.2.2.2 Alticinos y galerucinos

En el caso de Galerucinae s. /, también se obtuvieron relaciones muy
parecidas a partir de Maxima Verosimilitud e Inferencia Bayesiana (Figura
4.4; Apéndice III). La morfoespecie 107 (galerucino), en funcién del
método de inferencia, se recuper6 bien dentro o bien fuera del grupo de
los alticinos, mientras que la morfoespecie 55 (alticino) fue recuperada
proxima a los galerucinos (Apéndice III). Globalmente, el nimero de
entidades evolutivas independientes obtenidas tanto con GMYC como
con PTP/bPTP vari6 entre 179 y 190 (Tabla 4.5), con intervalos de
confianza en un rango de 176 a 209. Considerando unicamente los
resultados obtenidos a partir de arboles con la estrategia del modelo
evolutivo unico para todas las posiciones de cox7, las especies estimadas
variaron entre 179 (GMYC sobre el arbol ML linealizado con PATHAS) y
190 (GMYC sobre el mismo arbol linealizado con r8s). Los resultados
obtenidos a partir de arboles inferidos con modelos de substitucion
especificos de codén fueron muy similares, con estimas que oscilaron
entre 184 (PATHAS8/bPTP) y 189 (BEAST). Como en el caso de
Cassidinae, aunque los diferentes métodos infirieron el mismo o un
numero de especies muy parecido, si hubo algunas diferencias en las
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especies concretas que se delimitaron. Pero, en general, las diferencias
fueron minimas y se obtuvo una buena congruencia con las hipotesis
basadas en morfoespecies (Tabla 4.5). Para esta subfamilia también se
observaron diferencias sobre el nimero de singletons inferidos segun el
método aplicado. Se obtuvo un menor nimero de singletons cuando se
aplic6 GMYC al arbol ultramétrico de inferencia bayesiana y al arbol de
Maxima Verosimilitud linealizado con PATHdAS (42 %), mientras que el
mayor numero de singletons se obtuvieron con PTP (46 %) (Tabla 4.5). En
total, 62 especies putativas de Galerucinae s. / fueron inferidas a partir de
un unico haplotipo, en completo consenso entre morfologia y todos los
métodos de delimitacion aplicados (Figura 4.4).

Tabla 4.5 Comparacién de resultados de los analisis GMYC y bPTP/PTP con los
diferentes métodos de delimitacién de especies basados en arboles de genes para la
subfamilia Galerucinae s. 4. Para cada método se detalla el nimero de linajes evolutivos
independientes (Nij), el numero de linajes con mas de un haplotipo (Ny), incluyendo sus
respectivos intervalos de confianza (IC), y el porcentaje de singletons (especie de un tnico
haplotipo) inferidos. Ademas, se detallan los valores de verosimilitud del modelo nulo
(Vo) (evento unico de coalescencia en todo el arbol), y verosimilitud del modelo GMYC
con umbral simple (Veayc). La significacion de la razén de verosimilitud (RV) fue
evaluada usando una prueba de chi-cuadrado con tres grados de libertad, que compar6 el
modelo nulo y el modelo GMYC tal como esta implementado en el programa SPlits (*, P
< 0,001).

Aciertos
N g IC g Vo VGMYC RV con
mspp.

Yo

Arbol  Critetio Nii ICiei .
singletons

BEAST NP 187 176-200 42 101 95-108 3.451,59 3.577,37 251,56" 142
P 189 177-193 43 104 97-104 3.170,95 3.304,26 266,60 142
RAxML NP 179 176-183 42 93  92-94 1.039,41 1.332,52 586,22" 155

+d8 P 184 181-186 43 95  93-95 1.209,72 1.664,86 910,27" 149
RAxML NP 190 183-196 44 98 95-99 675,82 916,55 481,45" 147
+ 18s P 186 181-188 45 94 94-95 93299 1.404,49 94299* 154

RAxML NP 186 181-190 44 94 9296 770,63 1.057,32 573,37" 149
+

treePL P 186 177-188 44 93 93-95 943,03 1.417,69 949,32* 149
LPTP NP 188 184-209 45 n/a n/a n/a n/a n/a 148
P 184 184-204 45 n/a n/a n/a n/a n/a 149
- NP 186 n/a 46 n/a n/a n/a n/a n/a 146
P 185 n/a 46 n/a n/a n/a n/a n/a 148

NP = No particionado
P = Particionado
n/a = no aplica
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Figura 4.4 Delimitacién de especies en la muestra de Galerucinae s. / del bosque seco de
Nicaragua, e inferidas a partir del gen mitocondrial cox7. En el arbol de Maxima
Verosimilitud, se indican los valores de boofstrap mayores al 70 % obtenidos con RAXML.
Las ramas pertenecientes a alticinos se muestran en negro y las de galerucinos en naranja.
Los terminales corresponden a haplotipos, y entre paréntesis se indica el nimero de
individuos que comparten ese haplotipo. Las columnas representan los resultados de
delimitacién de especies segin cada método y tipo de datos, y la de la derecha, la
agrupacion de los individuos por morfoespecie, mostrandose en negro aquellos casos en
los que hay diferencias entre hipdtesis morfoldgica e inferencia molecular. En el caso de
discrepancias, siempre por subdivisiones de una unica morfoespecie, las entidades
moleculares se muestran en diferentes colores cuando hay diferencias entre métodos. La
doble barra en la rafz del arbol indica que se redujo la longitud de su rama y no es
proporcional a la escala.
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En la Figura 4.4 se muestran las relaciones filogenéticas entre haplotipos
de cox7 y los resultados de la delimitacién de especies de Galerucinae . /.
al aplicar los distintos métodos basados en datos moleculares. En general,
todos los métodos de delimitacién de especies infirieron resultados
similares, y la proporcién de especies moleculares que coincidieron con las
165 morfoespecies de Galerucinae s5. / oscilé entre 86-93 % (Tabla 4.5;
Figura 4.4). Las incongruencias entre datos morfolégicos y moleculares
(Tabla 4.6) afectaron a 20 morfoespecies de alticinos: 1 (Walterianella
venustula), 5 (Walterianella signata), 7 (Alagoasa decemguttata), 17 (Disonycha sp.
1), 18 (Disonycha sp. 2), 26 (Disonycha sp. 10), 31, 33, 36 (Hezkertingerella sp.
1), 45, 49, 55, 58, 59, 73, 78, 85, 91, 92, y 100; y doce de galerucinos: 108,
110, 114, 118, 119, 124, 1206, 131, 132, 146, 150, y 162.

Estas incongruencias (Tabla 4.6), se debieron en su mayoria a que los
métodos basados en los arboles de cox7 detectaron en general mas
especies que las hipdtesis basadas en morfologia, y en la mayoria de los
casos, dicha separacion se produjo debido a la existencia de un haplotipo
divergente (Figura 4.4), como sucedié por ejemplo en el caso de las
morfoespecies 17 (Disonycha sp. 1), 26 (Disonycha sp. 10), 49, 114, 132, 146 y
150. En este grupo, se encontré ademas la morfoespecie 49, para la cual se
obtuvo el mayor numero de especies moleculares inferidas: dependiendo
del método aplicado se detectaron entre dos
(PATHA8/treePL/PTP/bPTP) y ocho (t8s) especies (Figura 4.4). En dos
casos, se obtuvieron resultados opuestos al habitual: una unica entidad
delimitada a partir de los datos moleculares incluia ejemplares que, por
diferencias anatémicas, habfan sido separados en dos morfoespecies
(morfoespecies 58 y 59 en alticinos, y 118 y 119 en galerucinos; Tabla 4.6).

Como ocurria en el caso de los cassidinos, algunas subdivisiones genéticas
de las morfoespecies fueron consistentes con la segregacion geografica de
las muestras, lo que podria reflejar estructura genética de las poblaciones
de la morfoespecie. Asi, los alticinos de las morfoespecies 5 (Walterianella
signata), 18 (Disonycha sp. 2) y 78, y los galerucinos de las morfoespecies
110, 146 y 150 fueron separados por la mayoria de métodos moleculares
en dos o mas especies, una para los individuos colectados en la zona
montafiosa al norte del pais (Reserva Miraflores-Moropotente o La Paz), y
otra en el resto de localidades, mas meridionales y de escasa elevacion
(Jardin Botanico, Reserva Natura, Reserva Domitila o Finca Sierra
Serena). De forma similar, la morfoespecie 92 fue separada por cualquiera
de los métodos de delimitaciéon en un grupo de individuos colectados al
sur del pais (F. Sierra Serena) y otro en la zona central (Reservas Natura y
Domitila).
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Tabla 4.6 Incongruencia entre morfoespecies de alticinos y galerucinos y entidades
moleculares delimitadas a partir de haplotipos de cox7 con los métodos GMYC vy
PTP/bPTP.

Entidades Nim. Nim.
Grupo  Morfoespecie Taxon GMYCy ind.  loc. Alopatria
PTP/bPTP
alticinos 1 Walterianella venustula 1-5 82 7 No
5 Walterianella signata 1-2 5 3 St
7 Alagoasa decemgnttata 1-2 24 3 No
17 Disonycha sp. 1 2 3 1 No
18 Disonycha sp. 2 1-3 5 3 N
26 Disonycha sp. 10 1-5 11 4 No
31 1-2 2 1 No
33 1-2 2 1 No
36 Heikertingerella sp. 1 1-2 8 6 No
45 1-2 8 3 No
49 2-8 12 2 No
55 1-2 2 2 No
58+59 1-2 4 4 N
73 1-2 10 2 No
78 2 5 4 N
85 2 7 5 No
91 1-2 2 2 No
92 2 8 3 N
100 1-4 8 4 No
galerucinos 108 1-2 8 4 No
110 1-2 4 2 Si
114 1-2 12 5 No
118+119 1-2 2 2 Si
124 1-3 4 1 No
126 1-2 15 2 No
131 1-2 28 6 No
132 1-3 20 6 No
146 1-3 3 3 N
150 1-2 14 2 St
162 2 12 3 No

Considerando que no existieron diferencias substanciales entre métodos
aplicados ni para Cassidinae ni para Galerucinae s. /, todos los analisis
posteriores se realizaron a partir de la hipétesis de especies obtenidas a
partir de inferencia bayesiana. Se prefirié el arbol consenso de BEAST,
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porque esta opcidn es la mas diferente a la hipétesis de morfoespecies,
permitiéndonos explorar el efecto de estas diferencias entre criterios de
distincién de especies en los analisis posteriores, considerando que las
diferencias entre especies inferidas no son grandes. Debido a que no
existieron tampoco mayores diferencias entre la estrategia de particiones y
sin particionar, se usaron los resultados de esta ultima estrategia, porque
tiene menos parametros, lo que disminuye la varianza en las estimas por
sobre-parametrizacion.
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4.3 Riqueza de especies de Chrysomelidae en el
bosque seco

Para evaluar la eficiencia y exhaustividad de nuestros muestreos se analizé
la riqueza esperada de especies en nuestros muestreos usando curvas de
rarefaccion, basadas en datos de incidencia, asf como estimas basadas en
estimadores de riqueza de especies no paramétricos, también basados en
incidencia. Los andlisis de rarefaccion en cada una de las areas
muestreadas mostraron claramente que en ningin caso se alcanzé la
asintota (Figura 4.5), esto es, que el esfuerzo de muestreo no describi6 la
diversidad total en estas areas. La riqueza de especies de las comunidades
estudiadas, por localidad y en el conjunto de nuestra representaciéon de
bosque seco en Nicaragua, y segun todos los estimadores usados se
muestra en la Tabla 4.7.

En la Reserva Miraflores, considerando las caracteristicas morfolégicas de
448 individuos se registraron 128 morfoespecies, y la estima basada en
datos moleculares oscil6 entre 123 y 128 especies. Al menos el 58 % de
estas especies se registraron una unica vez en todo el muestreo.
Considerando los indices no paramétricos de estimaciéon de riqueza de
especies y el analisis de rarefaccion, en esta localidad se habria muestreado
entre el 48 (ICE) y el 65 % (Jackknife 1) de las especies (Tabla 4.7; Figura
45A). Los 205 individuos capturados en Reserva Natura fueron
clasificados en 60 morfoespecies y, considerando los datos moleculares, el
numero de especies ascendié a 63 especies. Al menos un 42 % de estas
especies fueron registradas una sola vez en todo el muestreo, y segun los
estimadores de riqueza, se habria muestreado entre el 63 (Jackknife 2) y el
79 % (Chao 2) de las especies (Tabla 4.7; Figura 4.5B). En la Reserva
Domitila, 147 individuos fueron asignados a 49 morfoespecies o 52 segun
métodos moleculares, y al menos un 63 % de estas especies fueron
registradas una unica vez en todo el muestreo. Las estimas de riqueza
indican que en esta localidad se captur6 entre un 43 (ICE) y un 68 %
(rarefaccion y Chao 2) de las especies (Tabla 4.7; Figura 4.5C). En la Finca
Sierra Serena, se encontraron 330 individuos que fueron separados en 131
morfoespecies o entre 132 y 137 segun los datos moleculares. Al menos el
55 % de estas especies fueron registradas en esta localidad una sola vez en
todo el muestreo, y de acuerdo con los estimadores, en esta localidad se
habria muestreado entre el 50 (ICE) y el 68 % (rarefaccion) de las especies
(Tabla 4.7; Figura 4.5D).
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Figura 4.5 Analisis de rarefaccion (factor 3x) del conjunto de especies de Cassidinae y
Galerucinae s. / en las cuatro localidades principales del estudio, en su conjunto y para el
total del muestreo realizado en localidades de bosque seco tropical en Nicaragua. Los
resultados mostrados son los correspondientes a todas las especies resultantes de la
integracion de datos moleculares y morfolégicos (ver Tabla 4.7). La zona gris
corresponde a las unidades de muestreo y los nimeros dentro de esta zona indican el
nimero de especies observadas. El numero de unidades de muestreo para Cassidinae fue
menor que para Galerucinae s. /Z (excepto en Finca Sierra Serena y Reserva Natura) y se
indica con una linea vertical discontinua. La estima final de riqueza se muestra como los
valores promedio y su correspondiente intervalo de confianza.
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En términos generales, entre las cuatro localidades se discriminaron 240
morfoespecies (1.130 individuos), y que podrian ascender a 254 segun los
datos moleculares. Estos valores suponen que en los muestreos se habria
registrado hasta el 71 % de las especies (rarefaccion; Fig. 4.5E). En el
muestreo completo, considerando también las ocho localidades
suplementarias, se registraron once morfoespecies adicionales,
distinguiéndose un total de 251 morfoespecies y hasta 265 especies segun
los datos moleculares (Tabla 4.7). En conjunto habriamos muestreado
entre un 59 (Jackknife 2) y un 72 % (rarefaccion; Fig. 4.5F) de las especies
de Cassidinae y Galerucinae s. / del bosque seco de Nicaragua (las
localidades adicionales aportarfan unicamente hasta un 1,5 % de riqueza

afiadida).

A partir de las estimaciones basadas en indices paramétricos y no
paramétricos, podemos observar que el nivel de eficiencia de los
muestreos no fue similar en las cuatro localidades y segtn los estimadores,
la localidad con mejor muestreo fue Reserva Natura. Por el contrario, la
localidad con menor éxito de muestreo fue la R. Domitila, en la que se
habria recolectado entre la mitad y una tercera parte de la diversidad
esperada de especies.
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4.4 Diferencias entre localidades: patrones de
diversidad beta

Se analizaron las diferencias en la composicién de especies resultantes de
la integracion de datos moleculares y morfolégicos (E, «.; Tabla 4.7) de
Cassidinae y Galerucinae s5. / entre las cuatro localidades principales del
estudio, asi como una estima considerando las diferencias entre estas
localidades en conjunto. En la Figura 4.6 se muestra una sintesis de los
resultados obtenidos acerca del nimero de especies observadas en cada
localidad (diversidad alfa) y las especies compartidas y no compartidas
entre localidades (diversidad beta) para el total de la comunidad de
crisomélidos de bosque seco en Nicaragua. El conjunto de las cuatro
localidades compartié6 11 especies (Figura 4.6). La Reserva Miraflores-
Moropotente y la Finca Sierra Serena muestran el mayor numero de
especies compartidas (Esp,,, = 40), mientras que encontramos menor
numero de especies compartidas (Esp,,,, = 25) entre Reserva Domitila y la
Reserva Miraflores-Moropotente (Figura 4.6, Tabla 4.8).

4.4.1 Estimas de diversidad beta

Los resultados del indice de disimilitud total de Serensen (Tabla 4.8;
Figura 4.7-1A) para Cassidinae, Galerucinae s. Z y el conjunto de
crisomélidos, indicaron que Cassidinae presenté menor diversidad beta
B, = 0,68), mientras que la comunidad mas diferente en composiciéon de
especies fue la de Galerucinae s. L (B, = 0,78). Al comparar las
comunidades dos a dos, la mayor similitud de composiciéon en
comunidades de crisomélidos se dio siempre entre la Reserva Domitila y
Reserva Natura. El mismo patréon se encontré al analizar las comunidades
de Cassidinae y Galerucinae s. / por separado (Tabla 4.8). Encontramos
que las localidades mas distintas fueron las Reservas de Domitila y
Miraflores, y en el caso de las comunidades de Galerucinae s. /, la mayor
heterogeneidad se observé entre la Finca Sierra Serena y la Reserva
Domitila (Tabla 4.8).
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R. Domitila

R. Natura

Finca

R. Miraflores- ™
Sierra Serena

Moropotente

Figura 4.6 Diagrama de Venn que sintetiza la distribucién de las especies de crisomélidos
del bosque seco de Nicaragua en las cuatro localidades del estudio. En cada componente
se muestra la diversidad alfa estimada, y en cada interseccién el nimero de especies
compartidas entre localidades. En negrita se destaca el numero total de especies
compartidas entre las cuatro localidades.

Tabla 4.8 Diversidad beta de las comunidades de Cassidinae y Galetucinae s. /, asf como
para el total de los crisomélidos en las cuatro localidades estudiadas. La parte inferior de
la diagonal muestra el nimero de especies compartidas (Espcom) entre cada par de
localidades, y en la parte superior se muestran los valores obtenidos de disimilitud total
en composicién de especies (Byor). En negrita se muestra la mayor similitud entre
localidades, y en cursivas las mayores diferencias entre comunidades, segun el coeficiente

de Sorensen.

Crisomélidos general Cassidinae Galerucinae s. Z

Bu = 0,75 Bu = 0,68 Bu = 0,78
= 2 g 5 = B g 5 = 2 g8 3
£ ;2 o n £ :2 3 2 £ :2 3
S @) %) = N a %) = N a %)
o o ~ =3 o o ~ =3 o o Moo
R Miraflores - 072 0,72 069 - 064 065 059 - 075 075 0.74
R-Natra > 046 069 10 - 043 057 17 0,48 0,75
R.-Domitlla 55 39 970 9 12 - o061 16 19 - 076
F.S.Serema 4 31 g 16 15 13 - 2 16 15 -
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4.4.2 Reemplazamiento de especies a nivel general y
por localidades

Al descomponer la diversidad beta de Serensen en su componente de
reemplazamiento (B, para el conjunto de especies de crisomélidos, asi
como para las comunidades de Cassidinae y Galerucinae s. / (Figura 4.7-
1B), Galerucinae s. / present6 el valor mas alto (B, = 0,68), similar a la
estima del conjunto de datos. Los agrupamientos de localidades segun el
reemplazamiento de especies (Figura 4.7-2) revel6 resultados similares
para Galerucinae s. / y el total de la comunidad de crisomélidos, de modo
que las localidades menos diversas segun este criterio fueron la Reserva
Domitila y la Reserva Natura, y la que contribuyé mas diversidad beta por
reemplazamiento fue la Finca Sierra Serena. Sin embargo, en el caso de la
comunidad de Cassidinae (Figura 4.7-2), las localidades mas semejantes
fueron la Reserva Domitila y Finca Sierra Serena, siendo la mas distintiva
la Reserva Miraflores.

4.4.3 Anidamiento de especies a nivel general y por
localidades

De forma general, el componente de anidamiento de especies (B,,.) indic
que las diferencias en la composicién de las comunidades de Cassidinae
son mayores (B, = 0,13; Figura 4.7-1C) que en las comunidades de
Galerucinae s. Z o en todas las especies de crisomélidos de estos grupos en
las cuatto comunidades. En todos los casos, la contribucién del
anidamiento de especies a la diversidad beta global fue notablemente
inferior a la debida a reemplazamiento. Al agrupar las comunidades de
escarabajos segun sus patrones de diversidad por anidamiento de especies
en cada localidad (Figura 4.7-3), en general se reflej6 una menor
diversidad entre Finca Sierra Serena y Miraflores para Galerucinae . Z, F.
Sierra Serena y Reserva Natura para el conjunto de los crisomélidos, o
entre las Reservas Natura y de Domitila para Cassidinae.
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Figura 4.7 Patrones de diversidad beta y sus componentes de reemplazamiento y
anidamiento de especies, para el conjunto de crisomélidos, y las comunidades de
Cassidinae y Galerucinae s. Z en el bosque seco de Nicaragua. Se detallan los resultados
de (1) disimilitud total para el conjunto de localidades, asi como los patrones de (2)

reemplazamiento (Bgm) y de (3) anidamiento (Bye) de especies entre localidades.

102



4.5 Ecologia molecular: deteccion de patrones de
interaccion entre crisomélidos y plantas en el
bosque seco

4.5.1 Asignacion taxonémica de secuencias psb.A-trnH

El analisis de 872 ejemplares de Chrysomelidae mediante cebadores para
el espaciador intergénico psbA-trmH  generé 1.138  fragmentos
cloroplasticos, los cuales oscilaron entre 92 y 798 pb de longitud, tras su
edicién y eliminacion de zonas de lectura conflictiva en algunos casos. En
cinco casos, los analisis preliminares de los datos permitieron reconocer
que las secuencias provenfan de gimnospermas, que fueron descartadas
debido a que la base de datos de referencia para la identificaciéon de las
secuencias iba a contener sélo datos de angiospermas (Magnoliophyta).
Asi, el resto de andlisis y resultados se basaron en 1.133 fragmentos de
psbA-trnH. En la Tabla 4.9 y en el Apéndice IV se detalla el tipo de
amplificaciéon y el total de secuencias para cada grupo de especies. En
total, se recuperaron 425 secuencias de Cassidinae y 708 de Galerucinae s.

A

Tabla 4.9 Numero de secuencias cloroplasticas obtenidas, diferenciando aquéllas que
fueron recuperadas por amplificacién directa (incluidas las que requirieron cebadores
internos) y a través de bandas multiples cortadas en gel de agarosa. 7 representa al
nimero de individuos para los cuales se pudo recuperar secuencias psbA-trnH,
supuestamente de su contenido estomacal.

Tipo de
Grupo n amplificacion Total
directa bandas
Cassidinae 314 136 289 425
cassidinos 220 94 209 303
hispinos 94 42 80 122
Galerucinae s. /. 555 307 401 708
alticinos 394 257 231 488
galerucinos 161 50 170 220
Total 869 443 690 1.133

La asignaciéon taxonémica de estas secuencias se realiz6 de forma
automatica y mediante el procedimiento BAGpipe (Papadopoulou et af,
2015). Para generar la base de datos de referencia que requiere el proceso,
se descargaron 107 ficheros de GenBank con 3.111.160 secuencias, que se
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filtraron seguin los criterios de orientacioén, tamafo y de redundancia
taxonomica y de secuencia para obtener un total de 38.711 secuencias
cloroplasticas de psbA-trnH anotadas segun la taxonomia asociada a cada
una de ellas.

Siguiendo el procedimiento de BAGpipe, y utilizando un limite de
identidad entre secuencias del 90 % (valor inicial de busqueda, ajustado
por defecto en el programa), las 1.133 secuencias cloroplasticas obtenidas
a partir de los crisomélidos de bosque seco fueron agrupadas en 118
grupos con diferente nimero de secuencias homoélogas. Para doce de
estos grupos (con una o varias dietas potenciales), el nimero de
secuencias de referencia abarco entre 541-2.941 secuencias. Estos inclufan
a las familias Arecaceae, Asteraceae, Bignoniaceae, Fabaceae,
Heliconiaceae, Malvaceae, Musaceae, Poaceae y Solanaceae, bastante bien
representadas en GenBank. Para reducir la demanda computacional de
posteriores analisis, estos subconjuntos de datos fueron reanalizados tras
ajustar el limite de identidad entre un 91-99 %, con el fin de recuperar un
niamero de secuencias de referencia inferior a 500 en cada caso. La
estrategia opuesta se utiliz6 con 31 grupos para los cuales se obtuvieron
entre diez y ninguna secuencia homologa de la base de datos de referencia.
En estos grupos, se ajust6 el limite de identidad entre un 83-89 %, y se
consiguié que 21 de los grupos incluyeran entre 11 y 44 secuencias psb.A-
trnH homologas. Para diez de los grupos se sigui6 recuperando un
numero insuficiente de secuencias como para hacer inferencias
taxonomicas utiles, y con ellos se aplicé una estrategia alternativa. En
concreto, se anadieron a la base de datos de referencia fragmentos mas
cortos de psbA-trnH, de hasta 150 pb, de los ajustados por defecto en
BAGpipe (200 pb). Después de incluir estas nuevas secuencias a la base
de datos de referencia, y modificando el limite de identidad entre 80-87 %,
se obtuvieron entre 11 y 30 secuencias homologas para estos diez grupos.

Cuando todos los grupos contaron con un numero adecuado de
secuencias y diversidad taxonémica relevante para inferir arboles
filogenéticos utiles en la identificacion de secuencias problema, se
procedi6 a realizar la parte del analisis para esta identificacién taxonémica
y usando los parametros por defecto de BAGpipe. Se obtuvieron
resultados para todas las secuencias analizadas, los cuales cubrieron un
amplio rango taxonémico, entre especie y orden. La relacién completa de
inferencias fenéticas y filogenéticas se detalla en el Apéndice IV, y abarca
~ 55 familias botanicas, con diferente resoluciéon taxonémica segun el
método utilizado (Tabla 4.10). Especificamente, usando los criterios mas
conservadores (criterio filogenético estricto en BAGpipe), obtuvimos un 5
% de asignaciones en el rango de especie, un 15 % en el de género, un 4
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% en rangos supragenéricos por debajo de familia, un 68 % en el de
familia y un 8 % en el de orden botanico (Tabla 4.10).

Tabla 4.10 Grado de resolucién taxonémica en la identificaciéon de fragmentos
cloroplasticos  psbA-trnH obtenidos a partir de extracciones de ADN total de
Chrysomelidae y aplicando el método de BAGpipe.

Método Orden Familia Tribu Género Especie
Mejor coincidencia 1 265 0 155 712
Distancia al 4%" 59 441 61 291 113
Criterio Liberal 12 592 12 223 294
Criterio Estricto 91 771 46 170 55

* Segin este criterio no siempre se consigui6 alguna inferencia por no haber
ninguna secuencia en GenBank con menos del 4% de divergencia, con lo que
s6lo se presentan resultados para las secuencias (965) que si produjeron
resultados.

4.5.2 Evaluacién critica sobre el origen de las
secuencias psb.A-trnH

Un analisis preliminar de la diversidad de especies de planta inferidas
como dieta de las especies de crisomélido para las que disponfamos de
varios ejemplares secuenciados y, sobre todo, la divergencia entre
supuestas plantas hospederas para una misma especie, plante6 la
posibilidad de que el origen de estas secuencias no fuera siempre la dieta.
Por lo tanto, se realizaron varios experimentos para contrastar la
coincidencia entre especie de dieta inferida y la esperada segun datos de
captura y/o datos conocidos sobre ecologia tréfica del coledptero, asi
como experimentos en los que la probabilidad de contaminacioén externa
se excluyé mediante descontaminaciéon de superficies y estudio especifico
del contenido gastrico. Los resultados de este estudio de hecho se han
publicado ya como un articulo en la revista Insect Science (De la Cadena ef

al.; Apéndice V).

Para un total de 261 individuos analizados en estos experimentos (72 %
de los ensayados), se obtuvieron un total de 316 secuencias cloroplasticas
de psbA-trmH. De éstas, 194 secuencias resultaron de secuenciacion
directa, bien por la amplificaciéon del fragmento completo (57), bien por
una reamplificacién con cebadores internos (137). Las restantes 122
secuencias se obtuvieron con un paso adicional intermedio al co-
amplificarse varios productos de PCR, que requirié corte de esas bandas y
su posterior reamplificaciéon. En la Tabla 4.11 se detalla la cantidad de
muestras amplificadas exitosamente para cada grupo experimental.
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Tabla 4.11 Secuencias psbA-trnH recuperadas para diferentes grupos experimentales, y de
acuerdo con la forma de obtencion de las mismas, detallindose el nimero de individuos
analizados (n).

Secuenciacion

Grupo experimental n directa Bandas Total
Ischnocodia annulus 20 7 23 30
Alticinae sin tratamiento 57 36 39 75
Alticinae esterilizados 147 122 48 170
iﬁ{;ﬁﬁi f(/)m‘zzcea sin 9 3 8 11
Estémagos Physonota alutacea 28 26 4 30
Total 261 194 122 316

4.5.2.1 Asociaciones insecto-planta

La asignacion taxonomica de las secuencias psbA-trnH mediante BAGpipe
gener6 identificaciones compatibles con 77 especies vegetales de 31
familias botanicas. Como se advirtié anteriormente, el grado de resolucion
taxonomica varié dependiendo del criterio aplicado, y en la Tabla 4.12 se
muestran las diferencias en la resolucién taxonémica obtenida
dependiendo del criterio utilizado. Asi, por ejemplo, mientras que segin el
criterio filogenético estricto de BAGpipe se obtuvieron seis resultados con
rango de especie, segun los resultados de mejor coincidencia, las
asignaciones en este mismo rango taxonoémico representaron el 77 % de
los resultados obtenidos. Estos valores oscilaron entre un 25 % o un 33 %
al considerarse otros criterios implementados en BAGpipe (Tabla 4.12).

Las identificaciones precisas de las inferencias para los alticinos y Physonota
alutacea se muestran en la Figura 4.8 y para Ischnocodia annulus en la Tabla
4.13. La Tabla 4.14 resume esta informacion segun el procedimiento de
obtenciéon de secuencias y los tratamientos experimentales a que se
sometieron las muestras (ver apartado 3.4.2.2). Segun estos resultados,
Alagoasa decemguttata estaria asociada a 20 especies de plantas de once
familias botanicas, siendo Verbenaceae y Bignoniaceae las dominantes,
pero la mayor diversidad de dietas se infirié para los individuos sin
tratamiento de descontaminacién y a partir de la escision de bandas en gel.
En el caso de Blegpharida suturalis se infirieron cinco especies de plantas (de
cuatro familias), con la mayoria de secuencias pertenecientes a la familia
Burseraceae, y aunque las diferencias fueron minimas, hubo mas
diversidad de inferencias a partir de bandas cortadas de gel, pero también
en los ejemplares descontaminados de ADN externo.
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Tabla 4.12 Precisién taxonémica de identificaciones de plantas basadas en secuencias
psbA-trnH de ocho especies de escarabajos segun el método de BAGpipe. Se detalla el
nimero de especimenes (#) por especie, y el nimero de asignaciones taxonémicas por
criterio de identificacion, segun se hayan asignado a especie (E), género (G), tribu u otro
nivel supragenérico (T) o familia (F).

. Mejor coincidencia | Distancia al 1%* | Criterio Liberal | Criterio Estricto
Especie g E G T F|E G T F|E G T E G T F
Alagoasa 251 17 8 0o o7 2 2 119 3 9 470 3 9 13
Blepharida 47118 29 0 0|4 43 0 0| 4 42 0 1|0 5 0 42
Glenidion 40126 14 0 Of11 22 2 0|13 15 5 7|0 13 6 21
Ischnocodia 30 | 27 2 1 06 3 0O 1(10 5 11 4,0 7 18 5
Omophoita 28| 26 2 O o7 18 0 0]24 3 0 1|0 19 2 7
Physonota 411 32 9 o o7 32 0 1|8 3 0 2|5 2 0 34
Syphrea 251 22 2 0 1112 5 2 1|14 4 3 4|1 15 4 5
Walterianella | 80 | 76 4 0 024 4 0 0|23 6 8 43(0 15 10 55
Total 316| 244 70 1 178 169 6 4105 109 36 66| 6 79 49 182

* . - B . . . . .
El menor nimero de secuencias se debe a que se contabilizaron solo aquellos casos en que la inferencia obtenida se asigné a
algin rango taxonémico.

En el caso de Glenidion sp., se infirieron 17 especies de nueve familias, con
Fabaceae y Lamiaceae como las mas abundantes; los resultados fueron
similares entre tratamientos y procedimientos de obtencién de secuencias,
aunque se obtuvo menor diversidad de inferencias a partir de bandas
cortadas de gel de individuos descontaminados. Los datos de Owmophoita
octomacnlata indicaron asociaciones con once especies de siete familias,
siendo la principal fuente la familia Verbenaceae, y se obtuvo igual
cantidad de inferencias cuando los especimenes fueron previamente
descontaminados. En el caso de Syphrea sp., se identificaron 13 especies de
once familias, siendo la inferencia mas abundante _Acahpha
(Euphorbiaceae), y con una marcada diversidad de inferencias a partir del
corte de bandas de gel utilizando ejemplares descontaminados. Para
Walterianella  venustula, se obtuvieron 19 especies de 14 familias,
principalmente de la familia Lamiaceae, con numeros de inferencias
parecidos, independientemente del procedimiento y tratamiento aplicado.
En el caso de P. alutacea se encontraron asociaciones con ocho especies de
seis familias botanicas, la mayoria pertenecientes al género Cordia
(Boraginaceae), obteniendo menor diversidad de inferencias cuando el
fragmento cloroplastico se caracterizé directamente a partir de ejemplares
descontaminados.
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Tabla 4.13 Inferencias taxondmicas basadas en datos de psbA-trnH para muestras de
especimenes de Ischnocodia annuius (N) colectados sobre diferentes especies vegetales.

Proveniencia de los especimenes

N Moraceae: Myrtaceae:  Primulaceae: Rhamnaceae: Rubiaceae:

Inferencia Trophis Eugenia Ardisia Gounania Chiococca

racemosa acapuleensis revoluta Inpuloides alba

Acanthaceae 1 1

Boraginaceae 1 1

Cucurbitaceae 2 2

Fabaceae 2 2 2

Malvaceae 2 1,1 2 1,1

Myrtaceae 1 i

Poaceae 1 1

Polygonaceae 2 2

Rubiaceae 3 4,1 3 1 3%

Total 15 2 10 9 1 8

Nota: La fuente en negrita indica los datos obtenidos por secuenciaciéon directa de
productos de PCR, mientras que los otros datos son aquéllos que provienen de cortar y
reamplificar multiples bandas en gel de agarosa. Los asteriscos (*) resaltan las
coincidencias entre la planta donde los insectos fueron capturados y la asociacién
inferida.

Tabla 4.14 Diversidad de especies inferidas segun el procedimiento de amplificacién del
fragmento cloroplastico psbA-trnH y el tipo de tratamiento aplicado. Se muestran los
resultados del nimero de asignaciones taxondémicas y entre paréntesis se indica el
nimero de familias botanicas a las que pertenecen dichas asignaciones.

Sin Con
. . Total
Especies Tratamiento tratamiento
Directo Bandas | Directo Bandas | Directo Bandas
Alagoasa 7(2) 9(7) 1(1) 54) 7(2) 14 (10
Blepharida 1) 33 22 33 2(2) 54)
Glenidion 7 (4) 6 (3) 7 (4) 5(5) 12(5) 11 ()

Omophoita | 22 22 | 53 56) | 6¢4) 7
Physonota 1) 5@ | 403 10 | 43 606
Syphrea 1) 4@ | 30 8™ | 3@ 12(11)
Walterianella| 7 () 6(5) | 7(06) 6(6) | 11(8) 12(10)

Por su parte, los 20 ejemplares de Ischnocodia annulus colectados sobre
cinco especies vegetales produjeron datos consistentes con 15 especies de
plantas de nueve familias botanicas, y unicamente en dos casos
coincidieron las observaciones de campo y las inferencias derivadas a
partir de las secuencias (Tabla 4.13).

En general, para todos los grupos de coledpteros se obtuvo mayor
diversidad de inferencias a partir de bandas cortadas de gel, y excepto en
algin caso, las inferencias obtenidas de forma directa fueron un
subconjunto de las obtenidas a partir de bandas cortadas del gel.
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4.5.2.2 Evaluacion estadistica de los tratamientos aplicados

Para evaluar si las inferencias de plantas diferfan significativamente al
aplicar un determinado protocolo de laboratorio, se busco la existencia de
una posible relacion mediante el método multivariante CCA. Se
elaboraron matrices de respuesta con datos binarios, en las que tanto (1) la
especie, (i) el procedimiento de obtenciéon de bandas, y (iii) el tratamiento
experimental de las muestras se consideraron variables explicativas, y las
inferencias de dieta fueron consideradas la variable de respuesta (ver
apartado 3.4.2.4). Utilizando el analisis CCA, se contrast6 la hipotesis nula
de que el patrén de inferencias no estaba condicionado por ninguna de
estas variables explicativas. Los resultados del analisis CCA mostraron que
hay diferencias significativas entre muestras sin tratamiento preliminar y
aquéllas derivadas del protocolo de esterilizaciéon de especimenes (chi-
cuadrado = 1,2321 [3 grados de libertad], P = 0,001), atribuyendo a las
variables explicativas el 6,08 % de la variacién no aleatoria (inercia). Los
tres primeros ejes canonicos fueron significativos (Pecai ccar = 0,001,
Pecas = 0,007) y explicaron el 57,8 %, el 27,3 % y 14,9 % de la variacion
total, respectivamente. En la Figura 4.9 se ilustran los resultados del CCA,
segun los que la mayor variacién en el primer eje correspondio
fundamentalmente a la variable especie, mientras que los otros dos ejes
acumularon la variacién introducida por los procedimientos de
laboratorio, tanto del tipo de tratamiento utilizado como las caracteristicas
de la PCR.
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Figura 4.8 Identificacién taxonémica y diversidad de secuencias cloroplasticas psb.A-trnH
amplificadas a partir del ADN total de seis especies de Chrysomelidae. LLos diagramas
superiores (en el caso de Alticinae) o el de la izquierda (en el caso de P. alutacea) muestran
los datos obtenidos a partir de la re-amplificacién de bandas cortadas. Los diagramas
inferiores (Alticinae) o el de la derecha (P. alutacea) muestran aquellos resultados de
secuenciacién directa. Las inferencias obtenidas tras la descontaminaciéon de los
especimenes se muestran en sombreado. Se reporta el numero de secuencias obtenidas
para cada asignacion taxondmica, sea al aplicar el protocolo de esterilizacion (resaltado en
negrita) o sin tratamiento previo. Con un asterisco se sefialan las familias de plantas
reconocidas en la bibliograffa como hospederas de las respectivas especies de
crisomélido. Las inferencias etiquetadas como “Lamiaceae*” corresponden al grupo
Vitex spp., pero la inferencia segun el criterio estricto de BAGpipe fallé en la asignacién
taxonémica. Se utilizaron diferentes colores para identificar las familias botanicas, y
aquéllas que no estan mencionadas en alguno de los diagramas se muestran en la leyenda.
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Figura 4.9 Graficas bi-dimensionales del analisis de correspondencia canénico de acuerdo
a los tres primeros ejes de ordenacién de los datos de inferencia de dietas de ocho
especies de crisomélido. Se proyectan las variables explicativas consideradas en el estudio:
(a) especie, (b) tratamiento aplicado en laboratorio (muestras nativas o descontaminadas),
y (c) tipo de amplificacién de los fragmentos cloroplasticos (directa o con re-
amplificacion). Las cruces rojas muestran las coordenadas de la variable de respuesta
(species scores en CCA) y los circulos representan los promedios ponderados de los

individuos (szze scores en CCA). Resultados basados en 999 permutaciones y escalamiento
1.

4.5.3 Descripcion de las interacciones insecto—planta

Los resultados descritos en el apartado anterior recomendaron cautela en
el traslado de determinaciones hechas a partir de secuencias psbA-trnH en
el laboratorio a su consideracion como descriptores de dieta. Asi, para una
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interpretaciéon ecoldgica de la asociacion trofica entre crisomélidos y las
plantas que les sirven de alimento, adoptamos una postura conservativa,
aplicando las conclusiones de los anteriores ensayos experimentales. De
todas las inferencias de dieta descritas en el apartado 4.4.1, las redes
troficas se establecieron sélo con aquéllas que cumplieron los siguientes
requisitos: (i) todas las obtenidas a partir de la amplificaciéon y
secuenciacion directa de productos de PCR; (i) aquéllas que coincidieron
en rango taxonémico de familia o inferior para mas de un ejemplar
ensayado, independientemente de si provenian de bandas o amplificacién
directa; y (iii) todas las obtenidas para especies de escarabajo representadas
por un unico ejemplar, independiente del procedimiento de obtencién de
las secuencias psbA-trnH. Este filtrado redujo las 1.133 inferencias
disponibles a 861 inferencias para un total de 257 especies de crisomélido.
Los resultados de identificaciéon taxonémica para cada una de estas
secuencias aplicando criterios fenéticos y filogenéticos se muestran en el
Apéndice IV. En la Tabla 4.15 se muestra de forma resumida la precision
taxondémica con el criterio de identificacion mds fiable, el criterio
filogenético estricto, obtenida para el total de las interacciones insecto-
planta de cada localidad y el numero de especies de cole6pteros implicadas
en estas interacciones.

Tabla 4.15 Resumen de la identificacién taxonémica de 861 secuencias cloroplasticas
psbA-trmH  obtenidas en 12 localidades, segin el criterio filogenético estricto
implementado en BAGpipe. Se detalla el nimero de especies de escarabajos y el numero
de interacciones insecto-planta (7) recuperadas en total y para cada localidad, asf como la
precision taxonémica a nivel de especie (E), género (G), tribu (T), o familia (F).

Localidades Criterio Estricto

Especies # p
E G T F

Localidades Principales

1. Esteli, Miraflores-Moropotente 119 294 7 54 66 167
2. Managua, Reserva Natura 42 98 2 6 24 66
3. Granada, Reserva Privada Domitila 38 112 4 20 18 70
4. Rivas, Finca Sierra Serena 114 235 21 28 34 152
Localidades Complementarias

5. Chinandega, Res. Nat. San Cristobal-Casita 2 2 0 0 0 2
6. Ledn, Jardin Botanico 11 29 0 4 5 20
7. Leén, Cerro Negro 11 12 0 3 1 8
8. Ledn, Reserva Natural Isla de Juan Venado 1 1 0 0 0 1
9. Lebn, La Paz 9 15 0 4 1 10
10. Masaya, Cruz Negra 2 3 0 0 1 2
11. Masaya, Las Flores 2 43 0 1 42 0
12. Rivas, Finca Escamequita 16 17 1 2 2 12
Total 257 861 35 122 194 510

b . P .
Trlbu o rang() taxonomico superlor
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4.5.3.1 Reserva Miraflores-Moropotente

En esta localidad se obtuvo informacién para un total de 119 especies de
coledpteros y 294 asociaciones con plantas pertenecientes a 88 especies
agrupadas en 31 familias botanicas (o rangos superiores). Para Cassidinae,
20 especies se relacionaron con 28 especies de plantas y 11 hispinos con
16 (Figura 4.10), mientras que en la subfamilia Galerucinae 5. / se
obtuvieron interacciones de 58 especies de alticinos con 49 especies de
plantas, y 30 especies de galerucinos con 26 especies de plantas (Figura
4.11). Las especies vegetales con mayor numero de interacciones en
alticinos fueron Guaiacum sp. (Zygophyllaceae) y Rubiaceae n°1 (Mitragyna
parvifolia, segin la mejor coincidencia en GenBank, aunque no tiene por
qué ser esa especie, y lo mismo aplica a los siguiente casos citados en
paréntesis), la dltima siendo también la interaccién mas extendida en el
caso de los galerucinos; Convolvulaceae n°5 (Ipomoea sp.) lo fue en el caso
de cassidinos, y Poaceae n°5 (Lasiacis ruscifolia) y Malvoideae n°1 (Sida
spinosa) en el de hispinos. En esta localidad, las plantas consumidas
exclusivamente por Cassidinae pertenecieron a las familias Cordiaceae,
Ehretiaceae, Myrtaceae y Sapindaceae. En el caso de Galerucinae s. /,
fueron  Anacardiaceae, Bignoniaceae, Burseraceae, Cleomaceae,
Euphorbiaceae, Onagraceae, Rhamnaceae, Rutaceae y Verbenaceae, asi
como las asignadas a rangos superiores: Lamiales, Pentapetalac vy
Zingiberales. En general, para esta localidad, la comunidad de alticinos,
cassidinos, galerucinos e hispinos compartieron especies vegetales de 14
familias botanicas.

4.5.3.2 Reserva Natura

En esta localidad se encontraron 98 interacciones (Figura 4.12) entre 42
especies de escarabajos y 44 especies vegetales de 19 familias botanicas (u
orden). Con respecto a Cassidinae, se encontraron doce especies de
cassidinos asociados a 18 especies de plantas, y siete de hispinos
relacionados con nueve especies vegetales. Las interacciones mas
frecuentes en estos casos fueron Convolvulaceae n°2 (Ipomoea nil, segin la
mejor coincidencia en GenBank, aunque no tiene por qué ser esa especie,
y lo mismo aplica a los siguiente casos) para los primeros y Malvaceae n°2
(Sida rhombifolia) y Malvoideae n°2 (Sida spinosa) para los segundos. En el
caso de Galerucinae s. Z, se consideraron interacciones de 14 especies de
alticinos con 19 especies de plantas y de nueve galerucinos con 14
especies de plantas. Las especies vegetales con mayor nimero de
interacciones en alticinos fueron Malvaceae n°1 (Byttneria aculeata),
Malvaceae n°2 (Sida sp.) y Rubiaceae n°1 (Mitragyna parvifolia); Fabaceae
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n°15 (Aeschynomene rudis) y Fabaceae n° 16 (Calopogonium mucunoides) lo
fueron en el caso de galerucinos. En esta localidad las plantas consumidas
exclusivamente por Cassidinae pertenecieron a las familias Asteraceae,
Cucurbitaceae, Poaceae y Sapindaceae, asi como al orden Zingiberales. Y
en el caso de Galerucinae s. Z, las plantas consumidas exclusivamente por
este grupo pertenecieron a las familias Amaranthaceae, Bignoniaceae,
Malpighiaceae, Onagraceae, Piperaceae, Rubiaceae y Verbenaceae, ademas
de aquellas asociadas al orden Lamiales. En esta comunidad de
escarabajos, se compartieron inferencias de plantas en seis familias
botanicas (u orden).

4.5.3.3 Reserva Domitila

En esta localidad se obtuvieron 112 asociaciones entre 38 especies de
coledpteros y 39 especies vegetales (Figura 4.13) pertenecientes a 18
familias botanicas (o rangos superiores). En la subfamilia Cassidinae se
identificaron las interacciones de 14 especies de cassidinos con once
especies de plantas, de las que las mas representadas fueron Cordia n°2
(Cordia dentata, segin la mejor coincidencia en GenBank, aunque no tiene
por qué ser esa especie, y lo mismo aplica a los siguiente casos) y
Convolvulaceae n°5 (Ipomoea clavata), y de tres especies de hispinos con
cuatro especies vegetales. Igualmente, se registraron asociaciones de 17
especies de alticinos con 24 especies de plantas, siendo la interaccién con
Cordia n°2 la mas frecuente; y cuatro especies de galerucinos con seis
especies de plantas, siendo Cucurbitaceae n°5 (Cayaponia attenuata), la
interaccion mas frecuente. Las especies vegetales asociadas exclusivamente
con Cassidinae en esta comunidad pertenecieron a las familias
Cannabaceae, Convolvulaceae y Solanaceae, asi como las incluidas en las
astéridas. Con respecto a Galerucinae s. /, se encontraron interacciones
exclusivas con plantas pertenecientes a las familias Acanthaceae,
Bignoniaceae, Burseraceae, TFabaceae, Lamiaceae, Theaceae y
Verbenaceae, ademas de las asignadas al orden Lamiales. Los dos grupos
de coleopteros de esta comunidad compartieron especies vegetales
pertenecientes a seis familias botanicas.

114



Cestrum spl

Physalis -
Solanaceae n°1  —
Solanaceae n°4
Solanaceae n°6 ~\ CAS Sp212

CAS Sp213

HIS Sp269

95 e
Convolvulaceae n°5 = CAS Sp242

Convolvulaceae n°1 |

Convolvulaceae n°2 J CAS Sp214

CAS Sp225

CAS Sp222

Fabaceae n°17

< CAS Sp219
Fabaceae n°22

CAS Sp221
Fabaceae n°10

Fabaceae n°20
Fabaceae n°9 |
Fabaceae n°7 (|

CAS Sp272

CAS Sp223

Rubiaceae n°1 < CAS Sp238

Cinchonoideae

CAS Sp233

CAS Sp271
> CAS Sp234
CAS Sp252
CAS Sp250
CAS Sp253

CAS sSp217

Boraginales n°3 4
Boraginales n°2

—

CAS Sp235

HIS Sp199

Asteraceae n°5
Heliantheae n°2

Heliantheae n°4

Figura 4.10 Representacién grafica de las interacciones identificadas entre escarabajos
herbivoros de la subfamilia Cassidinae (derecha) y su inferencia de plantas hospederas
(izquierda), agrupadas por familia botanica, en la Reserva Miraflores-Moropotente. Los
hispinos se representan en cajas negras y los cassidinos en gris y el nimero de especie es
el mismo usado en el Apéndice IV. Las lineas que unen insectos y plantas indican que la
interaccién se ha establecido para un unico individuo de la especie; si son varios, se
indica la frecuencia de la interaccién en un circulo. Los resultados completos de
asignacién taxondomica de las dietas se encuentran en el Apéndice IV. La leyenda de
colores de las familias botanicas se muestra en el Apéndice VL.
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Figura 4.11 Representacion grafica de las interacciones identificadas entre escarabajos
herbivoros de la subfamilia Galerucinae s. /: galerucinos (izquierda), alticinos (derecha) y
su inferencia de plantas hospederas (centro) agrupadas por familia botanica en la Reserva
Miraflores-Moropotente. Los galerucinos se representan en cajas negras y los alticinos en
gris y el nimero de especie es el mismo que el usado en el Apéndice IV. Las lineas que
unen insectos y plantas indican que la interaccién se ha establecido para un dnico
individuo de la especie; si son varios, se indica la frecuencia de la interaccién en un
circulo. Los resultados completos de asignacién taxonémica de las dietas se encuentran
en el Apéndice IV. La leyenda de colores de las familias botanicas se muestra en el

Apéndice VL.
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Figura 4.12 Representacién grafica de las interacciones identificadas entre escarabajos
herbfvoros de la subfamilia Cassidinae (izquierda) y Galerucinae 5. / (derecha) y sus
inferencias de plantas hospederas (centro) agrupadas por familia botanica en la Reserva
Natura. Los hispinos y galerucinos se representan en cajas negras y los alticinos y
cassidinos en gris, y el nimero de especie es el mismo que el usado en el Apéndice IV.
Las lineas que unen insectos y plantas indican que la interaccién se ha establecido para un
unico individuo de la especie; si son varios, se indica la frecuencia de la interacciéon en un
circulo. Los resultados completos de asignacién taxondmica de las dietas se encuentran
en el Apéndice IV. La leyenda de colores de las familias botanicas se muestra en el
Apéndice VI

117



CAS Sp220 \
CAS Sp211 L

Ipomoea
r Convolvulaceae n°5
CAS Sp223
CAS Sp231 r Physalis
| Solanaceae n°5
CAS Sp272
CAS Sp212
CAS Sp218
HIS Sp202
CAS Sp234 4
cAS sp2at / ALT Sp54
fi o
CAS Sp274 R“bfaceae (TP ALT Sp33
Rubiaceae n°2
A I Rubiaceae n°3
CAS Sp232 ALT Spa7
CAS Sp251 ALT Sp11
D — o
‘ ALT Sp36
Gy ALT Sp18
I\ Boraginales n°3 |
CAS Sp215 no1 ALT Sps5

ALT Sp116

GAL Sp70

ALT Sp40

) A

ALT Sp9

ALT Sp102

Acanthaceae n°2 ALT Sp24

Aphelandra

ALT Sp1
ALT Sp4
ALT Sp23

Verbenaceae n°2 ALT Sp26
Lantaneae 4
Stachytarpheta

jamaicensis 7|

Figura 4.13 Representacion grafica de las interacciones identificadas entre escarabajos
herbfvoros de la subfamilia Cassidinae (izquierda) y Galerucinae 5. / (derecha) y sus
inferencias de plantas hospederas (centro) agrupadas por familia botanica en la Reserva
Domitila. Los hispinos y galerucinos se representan en cajas negras y los alticinos y
cassidinos en gris y el numero de especie es el mismo que el usado en el Apéndice IV.
Las lineas que unen insectos y plantas indican que la interaccion se ha establecido para un
unico individuo de la especie; si son varios, se indica la frecuencia de la interacciéon en un
circulo. Los resultados completos de asignacién taxondmica de las dietas se encuentran
en el Apéndice IV. La leyenda de colores de las familias botanicas se muestra en el
Apéndice VI
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Figura 4.14 Representacién grafica de las interacciones identificadas entre escarabajos
herbivoros de la subfamilia Cassidinae (derecha) y su inferencia de plantas hospederas
(izquierda) agrupadas por familia botinica en la Finca Sierra Serena. Los hispinos se
representan en cajas negras y los cassidinos en gris y el nimero de especie es el mismo
que el usado en el Apéndice IV. Las lineas que unen insectos y plantas indican que la
interaccién se ha establecido para un unico individuo de la especie; si son varios, se
indica la frecuencia de la interaccién en un circulo. Los resultados completos de
asignacién taxonomica de las dietas se encuentran en el Apéndice IV. La leyenda de
colores de las familias botanicas se muestra en el Apéndice VI.
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Figura 4.15 Representacion grafica de las interacciones identificadas entre escarabajos
herbfvoros de la subfamilia Galerucinae s. / y su inferencia de plantas hospederas
(centro) agrupadas por familia botanica en la Finca Sierra Serena. Los galerucinos
(izquierda) se representan en cajas negras y los alticinos (derecha) en gris, y el numero de
especie es el mismo que el usado en el Apéndice IV. Las lineas que unen insectos y
plantas indican que la interaccion se ha establecido para un tnico individuo de la especie;
si son varios, se indica la frecuencia de la interacciéon en un circulo. Los resultados
completos de asignacién taxondémica de las dietas se encuentran en el Apéndice IV. La
leyenda de colores de las familias botanicas se muestra en el Apéndice VI.
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4.5.3.4 Finca Sierra Serena

Se registraron 235 interacciones entre 114 especies de coledpteros y 79
especies vegetales (Figuras 4.14 y 4.15) pertenecientes a 28 familias
botanicas (u orden). Para la subfamilia Cassidinae se encontraron 24
especies de cassidino asociados a 33 especies de plantas y 14 especies de
hispino relacionados con 18 especies vegetales (Figura 4.14). Entre estas
interacciones, las mas frecuentes fueron Zingiberales n°2 (Heliconia nutans,
segun la mejor coincidencia en GenBank, aunque no tiene por qué ser esa
especie, y lo mismo aplica a los siguiente casos) en el caso de los
cassidinos y Malvaceae n°2 (Sida rhombifolia) en el de los hispinos.
Respecto a la subfamilia Galerucinae s5. /, se obtuvieron 47 especies de
alticinos asociados a 39 especies de plantas asi como 29 galerucinos con
20 especies vegetales (Figura 4.15). Las plantas con mayor numero de
interacciones por grupo estudiado fueron Rubiaceae n°l (Mitragyna
parvifolia) tanto para los alticinos como para los galerucinos. Las
interacciones exclusivas con Cassidinae en esta comunidad se obtuvieron
para plantas pertenecientes a las familias Dilleniaceae, Juglandaceae,
Piperaceae, Scrophulariaceae y Vitaceae. Y en el caso de Galerucinae . /,
pertenecientes a las familias Burseraceae, Euphorbiaceae, Ulmaceae,
Urticaceae y Zygophyllaceae, ademas de las asignadas a los 6rdenes
Lamiales y Rosales. En general, los dos grandes grupos de crisomélidos de
esta comunidad compartieron dietas sobre especies vegetales de 16
familias botanicas.

4.5.3.5 Localidades adicionales

En las restantes ocho localidades se registraron un total de 122
interacciones entre 43 especies de coledpteros y 47 especies de plantas
pertenecientes a 22 familias botanicas (u orden). Para la subfamilia
Cassidinae se identificaron siete especies de cassidinos asociados a nueve
especies de plantas y once especies de hispinos vinculados a doce especies
vegetales. Con respecto a la subfamilia Galerucinae s. /, doce especies de
alticinos se relacionaron con 25 especies vegetales y 13 galerucinos con
once especies vegetales. La especie vegetal con mayor nimero de
interacciones entre todas las localidades correspondié a un representante
de Lamiales (I/7ex sp. segin la mejor coincidencia). En la Figura 4.16 se
detallan los resultados para las localidades correspondientes a la Reserva
Natural San Cristobal-Casita, R. N. Isla de Juan Venado, Cruz Negra y Las
Flores. Las asociaciones insecto-planta obtenidas en la localidad del Jardin
Botanico de Leon se ilustran en la Figura 4.17., mientras que la Figura
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4.18 se muestran las asociaciones tréficas en la localidad de Cerro Negro,
en la Figura 4.19 las de La Paz, y en la Figura 4.20 las de Finca
Escamequita.

- R.N. San Cristdbal - Casita A

Liabeae

Cruz Negra C
Rubiaceae n°1

ALT Sp18

Figura 4.16 Representacién grafica de las interacciones identificadas entre escarabajos
herbfvoros pertenecientes a la subfamilia Cassidinae (izquierda) y Galerucinae s /
(derecha) y sus inferencias de plantas hospederas (centro) agrupadas por familia botanica.
Se muestran las asociaciones insecto-planta para las localidades: (A) Reserva Natural San
Cristobal-Casita, (B) Reserva Natural Isla de Juan Venado, (C) Cruz Negra, y (D) Las
Flores. Los hispinos y galerucinos se representan en cajas negras y los alticinos en gris, y
el numero de especie es el mismo que el usado en el Apéndice IV. Las lineas que unen
insectos y plantas indican que la interaccién se ha establecido para un unico individuo de
la especie; si son varios, se indica la frecuencia de la interaccién en un circulo. Los
resultados completos de asignaciéon taxonoémica de las dietas se encuentran en el
Apéndice IV. La leyenda de colores de las familias botanicas se muestra en el Apéndice
VL
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Figura 4.17 Representacion grafica de las interacciones identificadas entre cassidinos
(izquierda) y Galerucinae 5. / (derecha) y sus inferencias de plantas hospederas (centro)
agrupadas por familia botanica en el Jardin Botinico de Ledén. Los galerucinos se
representan en cajas negras y los alticinos y cassidinos en gris, y el nimero de especie es
el mismo que el usado en el Apéndice IV. Las lineas que unen insectos y plantas indican
que la interaccién se ha establecido para un unico individuo de la especie; si son varios,
se indica la frecuencia de la interaccién en un circulo. Los resultados completos de
asignacién taxondmica de las dietas se encuentran en el Apéndice IV. La leyenda de
colores de las familias botanicas se muestra en el Apéndice VI.
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Figura 4.18 Representacion grafica de las interacciones identificadas entre escarabajos
herbfvoros de la subfamilia Cassidinae (izquierda) y Galerucinae 5. / (derecha) y sus
inferencias de plantas hospederas (centro) agrupadas por familia botanica en la localidad
de Cerro Negro. Los galerucinos e hispinos se representan en cajas negras y los
cassidinos en gris, y el nimero de especie es el mismo que el usado en el Apéndice IV.
Las lineas que unen insectos y plantas indican que la interaccién se ha establecido para un
unico individuo; si son varios, se indica la frecuencia de la interaccion en un circulo. Los
resultados completos de asignaciéon taxonoémica de las dietas se encuentran en el
Apéndice IV. La leyenda de colores de las familias botanicas se muestra en el Apéndice
VI
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Figura 4.19 Representacion grafica de las interacciones identificadas entre escarabajos
herbfvoros de la subfamilia Cassidinae (izquierda) y Galerucinae 5. / (derecha) y sus
inferencias de plantas hospederas (centro) agrupadas por familia botanica en la localidad
de La Paz. Los galerucinos e hispinos se representan en cajas negras y los cassidinos en
gris, y el nimero de especie es el mismo que el usado en el Apéndice IV. Las lineas que
unen insectos y plantas indican que la interaccién se ha establecido para un dnico
individuo de la especie; si son varios, se indica la frecuencia de la interaccién en un
circulo. Los resultados completos de asignacion taxonémica de las dietas se encuentran
en el Apéndice IV. La leyenda de colores de las familias botanicas se muestra en el
Apéndice VI
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Figura 4.20 Representacion grafica de las interacciones identificadas entre escarabajos
herbfvoros de la subfamilia Cassidinae (izquierda) y Galerucinae 5. / (derecha) y sus
inferencias de plantas hospederas (centro) agrupadas por familia botanica en la localidad
de Finca Escamequita. Los galerucinos e hispinos se representan en cajas negras y los
cassidinos en gris, y el nimero de especie es el mismo que el usado en el Apéndice IV.
Las lineas que unen insectos y plantas indican que la interaccion se ha establecido para un
unico individuo de la especie; si son varios, se indica la frecuencia de la interacciéon en un
circulo. Los resultados completos de asignacién taxonémica de las dietas se encuentran
en el Apéndice IV. La leyenda de colores de las familias botanicas se muestra en el
Apéndice VL.

4.5.3.6 Estructura general de las interacciones detectadas entre
escarabajos y plantas del bosque seco de Nicaragua

Las relaciones tréficas encontradas para el total de 257 especies (especies
resultantes de la integracion de datos moleculares y taxonomia) de
escarabajos del bosque seco de Nicaragua, indicaron que estas especies se
asocian con 188 especies vegetales de al menos 43 familias botanicas. Las
cinco especies vegetales que recibieron mads interacciones con
crisomélidos fueron: (i) Rubiaceae n°1 (Mitragyna parvifolia, segin la mejor
coincidencia en GenBank, aunque no tiene por qué ser esa especie, y lo
mismo aplica a los siguiente casos), asociada a 63 especies de coledpteros;
(1) Guaiacum (Zygophyllaceae), relacionada con 24 especies; (iii)
Cucurbitaceae n°6 (Cucurbitaceae sp. NPL0058) y (iv) Fabaceae n°9 (Inga
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§p.), ambas con 21 especies de crisomélido; y (v) Fabaceae n°7
(Pithecellobinm sp.), como alimento potencial de 17 especies. Al agrupar las
inferencias de dieta segin su familia botanica, se encontraron 12 registros
de inferencias unicas para todo el muestreo, y que pertenecieron a las
familias  Anacardiaceae, Cannabaceae, FEhretiaceae, Juglandaceae,
Lythraceae, Malpighiaceae, Myrtaceae, Polygonaceae, Simaroubaceae,
Theaceae, Ulmaceae y Urticaceae. Por el contrario, las familias mas
consumidas por los crisomélidos de bosque seco pertenecieron a las
familias Fabaceae y Rubiaceae (Tabla 4.16), seguidas por Cordiaceae,
Malvaceae y Lamiaceae. Al analizar la riqueza de especies vegetales de una
misma familia botanica que servian como potenciales hospederas de las
dos comunidades de crisomélidos, se encontré que esta riqueza oscilaba
en un rango de 1-33, siendo Fabaceae (33 especies), Asteraceae (19
especies), Solanaceae (13 especies) y Bignoniaceae (11 especies) las
familias con mayor numero de especies que potencialmente sustentaban a
las 257 especies de coledpteros.

Tabla 4.16 Inferencias de dieta y riqueza de especies de acuerdo a la familia botanica. Se
muestra la cantidad total de interacciones encontradas para cada familia, destacando en
negrita las inferencias mas abundantes, y en cursivas los registros mas altos de riqueza de
especies por familia botanica. Se muestran resultados para abundancias mayores a 25 por
familia.

Inferencias  Total interacciones

Familia de dieta por familia
Fabaceae 35 155
Rubiaceae 4 81
Cordiaceae? 7 80
Malvaceae 9 63
LamiaceaeP 7 62
Burseraceae 3 46
Verbenaceae 5 46
Cucurbitaceae 8 43
Convolvulaceae 8 35
Solanaceae 13 35
Asteraceae 19 30
Bignoniaceae 11 28
Zygophyllaceae 1 28
Total 130 732"

2 Incluye Boraginales
b Incluye Lamiales
* Excluidas interacciones menores a 25 por familia
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Figura 4.21 Inferencias de dieta (numero de especies distintas segin el criterio estricto de
BAGpipe) observadas de 257 especies de coledpteros del bosque seco de Nicaragua. Se
muestra la informacién de acuerdo a los grupos estudiados: alticinos, cassidinos,
galerucinos e hispinos. Se indica el numero total de especies de crisomélidos asociados al
nimero de plantas que se han inferido como dieta para cada especie.

La amplitud de las dietas inferidas para las especies de crisomélido del
bosque seco no fue homogénea. Asi, se encontraron especies (la mayoria)
que bien estaban asociadas a una unica planta, y otras que, por el
contrario, generaron mas de una docena de inferencias. Esta vision debe
ser modulada teniendo en cuenta que el 80 % de las observaciones de
dietas unicas correspondian en realidad a especies representadas por un
unico ejemplar (singletons). Cuando se eliminaron estas observaciones, tan
s6lo el 23 % de las especies de crisomélido se asociaron a una unica
planta, el 28 % a dos especies vegetales y el 49 % a tres o mas plantas
(Figura 4.22). En cualquier caso, aunque existi6 una débil correlacion
entre el nimero de ejemplares estudiados por especie y el de dietas
inferidas (R* ajustada = 0,35; P < 0,001), las especies asociadas a pocas
plantas (oligbfagas) fueron mas comunes que las mas generalistas (Figuras
421 y 4.22). Se destaca el caso de dos especies de alticinos, la
morfoespecie 1 (Walterianella venustula) y la morfoespecie 54 (Glenidion sp.),
que aparecieron relacionadas cada una con 13 especies vegetales, siendo
los crisomélidos con mayor amplitud de dieta en toda la muestra, pero
también dos de las especies para las que se analizaron mas ejemplares: 72y
33, respectivamente.
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Figura 4.22 Inferencia de dietas (numero de especies distintas segin el criterio estricto de
BAGpipe) observadas, tras eliminar las observaciones tnicas, considerando dnicamente
las inferencias de dieta provenientes de especies con dos o mas ejemplares estudiados.

4.5.4 Estructura de la comunidad de escarabajos
herbivoros

De forma preliminar, teniendo en cuenta que nuestra descripcion de la
comunidad de coledpteros es aun incompleta y la de sus interacciones con
plantas ain mas, se observaron algunas caracteristicas de la estructura de
cada comunidad de coledpteros que pueden servir como base para futuros
estudios ecolégicos y, sobre todo, para analisis comparativos con otros
tipos de bosque y/o diferentes grados de consetvacién. Los tresultados
que se muestran a continuacién describen las interacciones insecto-planta
con los datos preliminares, sin constituir representaciones de redes
troficas completamente resueltas. Para las cuatro localidades principales se
calcularon las principales medidas descriptoras cuantitativas (considerando
la abundancia de especies y la intensidad de las interacciones) y cualitativas
(basadas en presencia/ausencia de especies e interacciones) de la
estructura de las redes tréficas observadas, para asi obtener una mejor
compresion de las interacciones entre consumidores y recursos: los
crisomélidos y plantas hospederas del bosque seco de Nicaragua.

4.5.4.1 Numero de conexiones por especie

El nimero de conexiones por especies (IN¢) indicé que, de las cuatro
localidades, en la Reserva Miraflores-Moropotente se encontraba la
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comunidad de crisomélidos con mayor nimero de conexiones por especie
(Ne = 0,980), mientras que en la Reserva Domitila, las especies
presentaron menor conexion (Ne = 0,818) (Tabla 4.17).

4.5.4.2 Conectancia

Este indice muestra la proporcién de conexiones que realmente ocurren
respecto al total de interacciones potenciales entre las comunidades, y
oscila en un rango de 0 a 1. En nuestro caso, las comunidades con mayor
conectancia fueron las Reservas Domitila y Natura, donde se manifestaba
un 4 % de las interacciones tedricas (Tabla 4.17). En la Reserva
Miraflores-Moropotente se registré el menor valor de conectancia (Co =
0,0195).

4.5.4.3 Mo6dulos

Los resultados revelaron que las especies de la Reserva Miraflores-
Moropotente interactuaban dentro de 28 moédulos, seguida de Finca Sierra
Serena, con 27 modulos. Las otras dos localidades presentaron valores
similarmente bajos (Tabla 4.17).

4.5.4.4 Hospederos compartidos

Este indice muestra la co-ocurrencia de hospederos, esto es, la similitud
en preferencias por los mismos. La localidad con valor promedio mas alto
de hospederos compartidos fue la Finca Sierra Serena (He = 0,103),
mientras que Reserva Natura fue la localidad con menor numero de estos
(He = 0,058) (Tabla 4.17).

4.5.4.5 Robustez de la red

Esta medida determina la resistencia de la red tréfica a las extinciones, y
las cuatro localidades respondieron de forma similar a la extinciéon de
especies vegetales, aunque la comunidad que mayor resistencia presentaria
frente a una extincién al azar de sus plantas hospederas fue Reserva
Miraflores-Moropotente (Ro = 0,598). Sin embargo, ante un escenario de
extinciéon temprana de las plantas hospederas que mads interacciones
reciben, la robustez disminuy6 en todas las localidades. En este escenatio,
el ecosistema que mejor soportaria la extincion serfa la Reserva Natura (Ro
= 0,478) y la comunidad de crisomélidos de R. Miraflores-Moropotente
serfa la mas vulnerable frente a este tipo de extincién (Tabla 4.17).
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4.5.4.6 Generalidad compensada

Este indice mostré que las especies de coledpteros representados en las
cuatro localidades, en promedio se alimentaban de 2,31 especies de planta,
obteniéndose el valor mas alto de generalidad para la localidad de Reserva
Natura (Ge = 2,552) (Tabla 4.17). La Finca Sierra Serena presento el valor
mas bajo de generalidad compensada (G¢ = 2,079), indicando un mayor
grado de especificidad de hospederos.

Tabla 4.17 Medidas descriptoras cualitativas y cuantitativas de la topologfa de las redes
alimenticias de crisomélidos del bosque seco tropical de Nicaragua, en las cuatro
localidades principales de estudio. Se destaca en negrita el valor maximo obtenidos para
cada medida, y en cursivas el valor mas bajo. La medida de robustez de la red tréfica fue
calculada siguiendo (a) un escenario de extincién de especies vegetales al azar, y (b) un
escenario en que la extincién se inicia a partir de las plantas que reciben mas
interacciones.

Medidas R. Miraflortes R.Natura R.Domitila F.S. Serena
Medidas cualitativas

Conexiones por

. 0,986 0,884 0,818 0,969
especie
Conectancia 0,019 0,041 0,043 0,021
Numero. de 28 18 17 27
compartimentos
Hospederos 0,092 0,058 0,071 0,103
compartidos
Robustez 0,598 0,5962 0,576% 0,5862

0,335P 0,478 0,439 0,349b

Medidas cnantitativas
Generalidad 2,199 2,552 2,415 2,079
compensada
Solapamiento de 0,050 0,027 0,035 0,061
Nicho
Especializacion 0,527 0,379 0,624 0,407
Especies de 119 42 38 114
coledpteros
Especies de plantas 88 44 39 79

ipotesis de extincidn al azar de especies vegetales
2 Hipdtesis de exti 1 d getal

b Hipétesis de extinciéon que empieza por las especies vegetales con mayor nimero de interacciones.
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4.5.4.7 Solapamiento de Nicho

El indice de solapamiento de nicho mostré el menor grado de
solapamiento en Reserva Natura (§# = 0,027) (Tabla 4.17), lo que
reflejarfa delimitaciones mas claras de habitat. En el extremo opuesto,
Finca Sierra Serena produjo el valor de solapamiento mas alto, $# = 0,061,
indicando que de las cuatro localidades analizadas, es donde se encontrarfa
la comunidad de coledpteros con mas solapamiento de nichos y mayor
probabilidad de competencia de recursos.

4.5.4.8 Especializacion

Este indice indica la especializacién global en la red y encontramos que los
la comunidad de crisomélidos de Reserva Domitila estarfa asociada en
general a un mayor indice de especializaciéon (E = 0,624), mientras que la
red de interacciones de Reserva Natura representaria el menor grado de
especializacion (E = 0,379) (Tabla 4.17).
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4.6 Correlaciones ecoldgicas de la diversidad de
crisomélidos

4.6.1 Matrices de disimilitud de variables ecolégicas

4.6.1.1 Distancias geograficas

La distancia geografica calculada entre localidades, y expresada en grados
geograficos sexagesimales, se muestra en la Tabla 4.18. Las localidades
més proximas fueron Reserva Natura y Reserva Domitila (d,pn =

0,571), y las mas alejadas Reserva Miraflores y Finca Sierra Serena (d
= 2,096).

geogrifica

Tabla 4.18 Distancias geograficas entre localidades de muestreo, expresadas en grados
sexagesimales. La distancia de los sitios mas proximos se muestra en cursivas, mientras
que la de los sitios mas lejanos se muestra en negrita.

Distancia Geogrifica
R. Natura R.Domitila F.S. Serena

R. Miraflores 1,334 1,524 2,096
R. Natura - 0,571 1,137
R. Domitila - - 0,617

4.6.1.2 Distancias floristicas

Los catalogos floristicos de los cuatro sitios de muestreo (Apéndice VII)
mostraron distinto nimero de especies registradas por localidad. Asi, en la
Reserva Miraflores-Moropotente se registraron 97 especies, 309 en R.
Natura, 207 en R. Domitila, y en F. Sierra Serena se contabilizaron 122.
En total, entre las cuatro localidades se obtuvieron 524 especies. Estos
listados, aunque preliminares, permitieron calcular la disimilitud en la
composicion floristica entre cada par de localidades segin una estima
basada en el coeficiente de diversidad beta de Serensen (Tabla 4.19).
Segun estos datos, las localidades mas semejantes en cuanto a vegetacion
serfan Reserva Natura y Reserva Domitila (dg,,, = 0,535), mientras que las
mas divergentes en composiciéon floristica serfan las Reservas de
Miraflores y Domitila (dg,,, = 0,921).

flora
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Tabla 4.19 Matriz de distancias floristicas segin el coeficiente de disimilitud de Serensen.
La mayor diferencia floristica entre sitios se muestra en negrita, mientras que la
composicion florfstica mds semejante se muestra en cursivas.

Disimilitud beta de composicion floristica
R. Natura R.Domitila F.S. Serena

R. Miraflores 0,872 0,921 0,918
R. Natura - 0,535 0,796
R. Domitila - - 0,739

4.6.1.3 Distancias basadas en caracteristicas ambientales

4.6.1.3.1 Ordenacién de las variables ambientales y el efecto puro sobre la
composiciéon de comunidades de crisomélidos

La ordenacién de las 24 variables analizadas usando PCA sobre la matriz
de correlaciéon de las variables ambientales indic6 que los componentes
PC1, PC2 y PC3 explicaban el 61,33 %, 20,11 % y 8,24 % de la varianza
de los datos, respectivamente, reteniendo en conjunto el 89,68 % de
varianza (Figura 4.23A). A través de la visualizacion de la distribucion de
los eigenvalores, se identific6 que los tres primeros componentes ademas
produjeron valores mayores a la media general, siendo un criterio
complementario para la seleccién de los tres primeros componentes en los
siguientes analisis de correlaciéon (Figura 4.23B). El andlisis de los dos
primeros componentes, que explican el 81,4 % de la varianza de las
variables incluidas en este estudio, incluyé como variables mas influyentes
(Figura 4.23C) la aridez ambiental, la precipitaciéon anual (Biol2), la
precipitacion del mes mas seco (Bio14), la precipitacion estacional (Biol5),
y la precipitacion del cuatrimestre mas seco (Biol7).
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Figura 4.23 Analisis de componentes principales (PCA) de datos de correlacion de 24
variables ambientales. (A) Varianza explicada por los seis primeros componentes (PC1-
PC6). (B) Valor acumulado de los eigenvalores por cada componente. (C) Resultados de
PCA para las combinaciones de componentes PCA1, PCA2 y PCA3. Los vectores que
sobrepasan el circulo de equilibrio corresponden a las variables que mas contribuyen a la

varianza. Cédigos de color de localidades: turquesa = R. Miraflores-Moropotente;
amarillo = R. Natura; rosado = R. Domitila; anaranjado = F. Sierra Serena. Variables de
temperatura (Ta): Biol = Ta media anual; Bio2 = rango medio diurno; Bio3 =

isotermalidad; Bio4 = Ta estacional; Bio5 = Ta maxima del mes mas calido; Bio6 = Ta
minima del mes mas frio; Bio7 = rango anual; Bio8 = Ta media cuatrimestre mds
himedo; Bio9 = Ta media cuatrimestre mas seco; Biol0 = Ta media cuatrimestre mads
calido; y Bioll = Ta media cuatrimestre mas frfo. Variables de precipitaciéon (Pr): Biol12
= Pr anual; Biol3 = Pr mes mas humedo; Bio14 = Pr mes mas seco; Biol5 = Pr
estacional; Biol6 = Pr cuatrimestre mds humedo; Biol7 = Pr cuatrimestre mds seco;
Bio18 = Pr cuatrimestre mas calido; y Bio19 = Pr cuatrimestre mas frio.

De forma adicional, a través de CCA se identificd el efecto puro de las
variables, agrupadas en tres categorfas: (i) atributos abidticos
(precipitacion, temperatura y aridez ambiental); (if) atributos ecosistémicos
(biomasa, evapotranspiraciéon potencial e indice de cobertura vegetal) y
(iii) altitud sobre el nivel del mar. En la Tabla 4.20 se especifican los
valores obtenidos del analisis de correspondencia canénico.
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Tabla 4.20 Variables ambientales incluidas en el analisis CCA, agrupadas segun atributos
abidticos, ecosistémicos y altitud. Se detallan los resultados de ANOVA y en negrita se
destacan aquellas variables que resultaron significativas.

Variables Chi-cuadrado F Prt>F
Atributos abidticos 6,87 1,0861 0,901
Precipitacién
anual 0,6436 1,9483  0,001%*%
mes mas humedo 0,4042 1,2238 0,521
mes mas seco 0,4071 1,2323 0,515
estacional 0,315 0,9537 0,877
cuatrimestre mas humedo 0,3819 1,156 0,546
cuatrimestre mas seco 0,5307 1,6067 0,017*
cuatrimestre mas calido 0,3974 1,2031 0,364
cuatrimestre mas frio 0,2735 0,8278 0,904
Temperatura*
media anual 0,5724 1,7292  0,004**
rango medio diurno 0,4248 1,2831 0,461
isotermalidad 0,3954 1,1945 0,638
estacional 0,4268 1,2894 0,376
maxima del mes mas calido 0,3693 1,1155 0,644
minima del mes mas frio 0,3947 1,1923 0,492
media del cuatrimestre mas himedo 0,39 1,1782 0,509
media del cuatrimestre mas seco 0,3161 0,955 0,598
media del cuatrimestre mas calido 0,2973 0,898 0,6
media del cuatrimestre mas frio 0,3894 1,1763 0,505
Aridez 0,6359 1,8882  0,001***
Atributos ecosistémicos 1,5012 1,5 0,006%**
biomasa 0,4172 1,2262 0,492
cobertura vegetal 0,5221 1,5422 0,029*
evapotranspiracion 0,5631 1,6664  0,002%*
Altitud 0,5925 1,7557  0,001%**

* No incluye valores de rango de temperatura anual

Atributos abidticos

Al analizar los atributos abidticos, las 20 variables en conjunto explicaron
el 31,44 % de la varianza de los datos (P = 0,898) y los ocho primeros ejes
fueron significativos (P, = 0,001; Pery, = 0,016; P ys = 0,004; Py =
0,003; Pecys = 0,005 Py = 00125 Py, = 0,041 Py = 0,032),
explicando el 19,74 % de la variaciéon total. Considerando sélo las
variables de precipitacién, las ocho variables implicadas explicaron el
15,35 % de la varianza de los datos (P = 0,147), siendo la precipitacion anual
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y la precipitacion del cuatrimestre mids  seco, las variables con influencia
significativa respecto a la composicion de las comunidades de
crisomélidos en las cuatro localidades de bosque seco (Tabla 4.20). Los

“““

Pocys = 0,002; Peyy = 0,003), explicando el 10,49 % de la variacién total.
En el caso de la temperatura, las once variables explicaron el 18,2 % de la
varianza de los datos (P = 0,849), siendo la zemperatura media annal la
variable que mostré asociaciéon con las comunidades de crisomélidos de
bosque seco (P = 0,004). Los cuatro primeros ejes canoénicos fueron
significativos  (Pecqyccrz = 0,001; Peeys = 0,002; Py, = 0,0006) y
explicaron el 10,21 % de la variacion total. Finalmente, la aridez ambiental
explico el 291 % de la varianza y fue significativa respecto a la

composicion de las comunidades de crisomélidos (P = 0,001) (Tabla 4.20).
Atributos ecosistémicos

Los atributos ecosistémicos analizados—biomasa, cobertura vegetal, y
evapotranspiracion potencial—explicaron el 6,87 % de la varianza de los
datos, siendo altamente significativos para explicar la composicion de las
comunidades de crisomélidos (¢hi-cuadrado = 1,5012 [3 grados de libertad];
P =0,006) (Tabla 4.20). Los dos primeros ejes fueron significativos (P,
= 0,001; P.ry, = 0,015) y explicaron el 4,98 % de la variacion total. La
varianza explicada exclusivamente por la biomasa fue del 1,91 % de la
varianza total, mientras que la varianza explicada expresamente por la
cobertura vegetal fue del 2,39 % y ademas significativa (chi-cuadrado =
0,5221 [1 grado de libertad]; P = 0,029). Por ultimo, la evapotranspiracion
potencial explico el 2,58 % de la varianza de los datos, siendo altamente
significativa para la matriz de respuesta (chi-cuadrado = 0,5631 [1 grado de
libertad]; P = 0,004).

Altitud

El muestreo se realizé en relictos de bosque seco a diferente altitud, tanto
en zona montafiosa como a nivel del mar, y el analisis CCA mostré que la
varianza explicada por esta variable fue del 2,71 %, siendo altamente
significativa para explicar la composiciéon de las comunidades de
crisomélidos en las cuatro localidades (chi-cuadrado = 0,5925 [1 grado de
libertad]; P = 0,001).
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4.6.1.3.2 Calculo de distancia ambiental de localidades de bosque seco

Previamente se identific6 que necesitibamos tres componentes para
explicar el 90 % de la varianza de los datos de diversidad ambiental en los
puntos de muestreo. Al proyectar los eigenvalores de los tres primeros
componentes en un espacio tridimensional definido por estos tres
componentes, las cuatro localidades ocuparon zonas del espacio bien
diferenciadas (Figura 4.24A). Las Reservas Natura y Domitila quedaron
proyectadas en una zona mas restringida del espacio, mientras que los
puntos que correspondian a R. Miraflores-Moropotente y a Finca Sierra
Serena aparecieron mas dispersos. Los centroides (Figura 4.24B)
permitieron calcular la distancia ambiental en el espacio entre cada par de
localidades, produciendo estimas de distancia consistentes con la
percepcion de diferencias entre localidades. Asi, las localidades mas
diferentes en cuanto a precipitacién, temperatura, cobertura vegetal,
altitud, evapotranspiracion, aridez ambiental y biomasa fueron Reserva
Miraflores y Reserva Natura (d.cse. = 1,38). Por el contratio, y como era
esperable, las localidades mas semejantes ecoldgicamente, Reserva Natura
y Reserva Domitila, resultaron en la distancia ambiental mas reducida
(decotogica = 0,72). La Tabla 4.21 detalla las distancias ambientales obtenidas
para cada par de localidades.
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Figura 4.24 Proyeccién en tres dimensiones de los eigenvalores de los tres primeros
componentes principales resultantes del PCA de variables ambientales de las cuatro
localidades de bosque seco de Nicaragua analizadas en este estudio. (A) Posicion de los
65 puntos georeferenciados de las cuatro localidades. (B) Posicién de los centroides
(puntos medios) de cada localidad. Las distancias entre centroides en el espacio definido
por las componentes principales sirvieron para calcular las distancias ambientales entre
localidades. Cédigos de color de las localidades: turquesa = R. Miraflores-Moropotente;
amarillo = R. Natura; rosado = R. Domitila; anaranjado = F. Sierra Serena.
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Tabla 4.21 Distancias ambientales, calculadas a partir de andlisis de componentes
principales (PCA) utilizando informacién de precipitacién, temperatura, porcentaje de
cobertura vegetal, altitud, evapotranspiraciéon anual, aridez media anual y biomasa. La
distancia de los sitios mas semejantes segun este criterio se muestra en cursivas, mientras
que la de los sitios mas divergentes se muestra en negrita.
Distancia Ambiental
R. Natura R. Domitila F.S. Serena

R. Miraflores 1,3824147  1,2878885  1,3375449
R. Natura - 0,7240666  0,9457855
R. Domitila - - 0,831883

4.6.2 Efecto de los procesos ecologicos sobre la
estructura de la comunidad

Para cada localidad se obtuvo informacién sobre diferencias en su
posicion geografica, en composicion floristica, asi como en sus
caracteristicas ambientales, y en esta seccion se analizé si estos factores
tenfan alguna influencia sobre la composicion de las comunidades de
crisomélidos en el bosque seco de Nicaragua. Los resultados del analisis
MRM (Tabla 4.22), testando las cuatro hipdtesis propuestas (seccion
3.5.3), resalté que el modelo general con todas las variables explicaria el
92,15 % de la variacién, correspondiendo el aporte mas significativo a las
diferencias en composicion floristica (P = 0,0288) entre localidades (Tabla
4.22). El modelo anidado 1 explicé casi la misma cantidad de varianza (R?
ajustada = 0,9168), a pesar de la exclusion de la distancia ambiental, y con
un aporte muy significativo de las diferencias de composicién floristica
entre localidades (P = 0,0082). El modelo anidado 2, que considera la
interaccién entre distancias geografica y ambiental, tuvo bajo poder
explicativo (7,71 % de la varianza) y no fue significativo (Tabla 4.22).
Finalmente, el modelo 3, que analiza la interacciéon de la composicion
floristica y los atributos ambientales de las localidades, explicé el 81,95 %
de la varianza, de nuevo con un aporte significativo debido a diferencias
en la comunidad de plantas (P = 0,0387).
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Tabla 4.22 Anilisis de regresion multiple sobre matrices de distancia, evaluando la
influencia de variables individuales sobre las diferencias en la composiciéon de las
comunidades de crisomélidos en el bosque seco de Nicaragua. Se reportan los
coeficientes, error estindar, P, asi como R? y R? ajustada de los modelos. Variables con
un efecto condicional significativo se destacan en negrita.

R2
Modelo Variables Coeficientes Error estandar p R2 Modelo ajustada
Modelo
Modelo completo = Dinsectos ~ Dgeogmﬂcﬂ + Dﬂoris!_icﬂ + Dambientﬂl 0,9686 099215
Dygeografica -0,1027 0,0464 0,1573
Datoristica 1,1681 0,2025 0,0288*
Dambiental -0,1225 0,1128 0,3909
Intercept -0,0080 0,0909 0,9377
Modelo anidado 1 = Dingectos ~ Dgeograﬁca + Diioristica 0,9501 099168
Dygeografica -0,1265 0,0421 0,0573
Datoristica 1,0341 0,1653 0,0082**
Intercept -0,0051 0,0935 0,9596
Modelo anidado 2 = Dinscctos ~ Degeografica T Dambiental 0,4462 0,0771
Dgeografica -0,0222 0,1517 0,8930
Dambiental 0,2739 0,3066 0,4370
Intercept 0,3951 0,1993 0,1420
Modelo anidado 3 = Dinscctos ~ Doristica + Dambiental 098917 098195
Daioristica 1,0333 0,2929 0,0387*
Dambiental -0,2407 0,1506 0,2082
Intercept 0,1031 0,1149 0,4355
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5.1 Eliminacién del impedimento taxonémico en
estudios de biodiversidad a gran escala

El reto mas grande de los estudios de diversidad en areas tropicales es,
considerando la enorme diversidad de organismos que alli viven,
identificarlas y catalogarlas en su medio natural. Esta dificultad ademas se
incrementa teniendo en cuenta la creciente escasez de taxénomos, asi
como la falta de literatura especializada, ocasionando que una gran
cantidad de grupos de organismos, especialmente aquéllos de zonas
megadiversas, permanezcan aun practicamente desconocidos para la
Ciencia. Estos obstaculos son aun mas acuciantes al intentar estimar la
diversidad de interacciones entre especies (Gomez-Zurita e¢f al. 2016).
Existen varias alternativas que se han propuesto para superar aspectos de
esta problematica y asi acelerar el conocimiento y catalogacion de las
especies, como por ejemplo la utilizacion de los cédigos de barra de ADN
(Hebert ez a4l 2003). Sin embargo todas presentan limitaciones,
especialmente en el contexto de estudios en areas tropicales, donde una
aplicacion como el barcoding esta comprometida por el incompleto
conocimiento de la diversidad y por la casi total inexistencia de bases de
datos de referencia para realizar identificaciones. Para superar algunas de
estas limitaciones, en nuestro trabajo en Nicaragua seguimos una
metodologia para evaluar de forma rapida la diversidad biologica (sersu
Oliver & Beattie, 1996), que utiliza herramientas moleculares y métodos
filogenéticos, tanto para estimar la riqueza de especies como para inferir
sus interacciones (Gomez-Zurita et al. 2016). Con una aproximacion de
este tipo, en relativamente poco tiempo, logramos documentar la
diversidad de las comunidades de crisomélidos y de sus plantas
hospederas en el bosque seco tropical estacional de Nicaragua. Pero
ademas, el enfoque simultaneo sobre el inventario de crisomélidos y sus
interacciones ha permitido conocer no soélo la cantidad de especies
involucradas en ambos niveles tréficos, sino también obtener una vision
mas amplia sobre la relacién que mantienen los coledpteros con sus
plantas hospederas en este bioma.
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5.1.1 Aportacién de los métodos moleculares a la
estima de especies en un grupo megadiverso en los
tropicos

En nuestro estudio, aprovechamos varias ventajas de la utilizacién de
herramientas moleculares para delimitar especies, concretamente con los
métodos GMYC y PTP. De forma destacada, estos métodos no
necesitaron ningun conocimiento previo sobre la taxonomia de Cassidinae
y Galerucinae s. Z, ni fueron necesarias hipétesis previas de agrupacion de
individuos, como es el caso de otros métodos como BP&P (Rannala &
Yang 2003; Yang & Rannala 2010). Tampoco fue necesario fijar un
umbral de divergencia, como en el caso de métodos que analizan
discontinuidades a partir de distancias genéticas (barcoding gap; Puillandre ez
al, 2012). Por lo tanto, GMYC y PTP son ideales para grupos
taxonoémicos poco conocidos, especialmente en estudios a gran escala de
biodiversidad tropical o cuando se trata de grupos con especies muy
similares morfolégicamente (Pons ez al 2006; Monaghan e al. 2009;
Tianzler et al. 2012). Otra ventaja practica de estos métodos, es que no
dependen de datos de multiples /e, particularmente marcadores nucleares.
Estos son dificiles de implementar en estudios a gran escala,
especialmente por la falta de cebadores que amplifiquen de forma
consistente en especies taxonomicamente divergentes, asi como por
problemas relacionados con intrones y paralogos. Con un enfoque simple
y robusto, como la adquisicioén de secuencias del gen mitocondrial cox7, se
pudo avanzar una propuesta solida de especies, con una inversiéon de
tiempo y recursos compatible con la idea de rapidez que querfamos
trasladar a este estudio. Ademis, al contar con una evaluaciéon
independiente de las especies putativas presentes en nuestra muestra a
partir de las morfoespecies, pudimos comparar de algin modo el
desempefio de los métodos de delimitacién de especies (Papadopoulou ez
al. 2013), as{ como explotar su utilidad para asociar formas juveniles con
individuos adultos (Ahrens ez 2/ 2007). En cualquier caso, los resultados a
partir de un unico /cus deben ser considerados siempre como hipétesis y
el estatus taxonomico de las muestras deberfa corroborarse con datos
adicionales, tales como (i) genes del genoma nuclear (Moore 1995) y (ii)
analisis de caracteres morfolégicos, complementados con (iii) datos de
distribucién geografica.

La contribucién fundamental de esta investigacion al conocimiento de la
diversidad de Chrysomelidae en el BSTE radica en dos aspectos muy
importantes. Primero, el descubrimiento del alto numero de especies que
coexisten, a partir de un muestreo representativo de las localidades de
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interés, confirma la importancia de este bioma en el mantenimiento de la
biodiversidad. Nuestros resultados nos permiten afirmar que los
remanentes de BSTE de Nicaragua poseen una alta diversidad de
crisomélidos que en buena parte era desconocida. El segundo aporte de
esta investigacion es mas bien metodolégico. Nuestros resultados
demostraron que los protocolos propuestos son eficientes para inventariar
especies en biomas con alta biodiversidad a gran escala y en un tiempo
reducido. La posibilidad de trasladar estos protocolos a cualquier otro
bioma, estudiando cualquier grupo de organismos, supondria acelerar de
forma considerable el conocimiento sobre la diversidad biolégica de
forma precisa y eficiente. Ademas, es importante destacar que la
disponibilidad de apenas un conocimiento taxonémico basico sobre la
diversidad de crisomélidos en Nicaragua, dio mas relevancia a nuestra
estrategia de extraccion de ADN sin destruir los especimenes estudiados.
Este procedimiento permitira que, en un futuro, los ejemplares puedan ser
identificados por taxénomos especialistas de cada grupo, y con certeza
algunos representaran especies nuevas para la Ciencia.

5.1.1.1 Consistencia entre hipdtesis independientes de especies

La delimitacion de especies con datos moleculares no siempre coincidié
con la separaciéon de los ejemplares en morfoespecies. La concordancia
fue de un 83-87 % en el caso de Cassidinae y 86-93 % para Galerucinae .
L. De los treinta casos de incongruencias observados para ambos,
encontramos tan sélo dos casos en que los métodos moleculares
agrupaban morfoespecies, mientras que el resto de incongruencias se
debieron a separaciéon de morfoespecies en dos o mas especies putativas,
dependiendo de la estrategia aplicada (Tablas 4.4 y 5.6). El método PTP
fue mads congruente respecto a la evaluaciéon de morfoespecies en la
mayoria de estos casos, aunque también se observaron algunas
discrepancias idénticas a las observadas con GMYC (Figuras 4.3 y 4.4).
Nuestro estudio no es el tnico en el que se han encontrado resultados
mixtos de congruencias e inconsistencias entre morfoespecies y especies
putativas GMYC/PTP, también entre Coleoptera y otros grupos de
insectos, y se han planteado diferentes explicaciones a la falta de consenso
entre métodos (Hendrich ez a/. 2010; Astrin e# al. 2012; Papadopoulou et al.
2013; Talavera ef 4/ 2013; Kekkonen e# a/. 2015; Toussaint e al. 2015;
Nguyen & Goémez-Zurita 2016). Las causas para este tipo de discrepancias
pueden ser maltiples, y no son excluyentes. Respecto a los casos en que se
agruparon morfoespecies (uno en alticinos y uno en galerucinos) (Tabla
4.6), podria deberse a que se trate de especies jovenes de divergencia
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reciente, las cuales tienden a presentar limites difusos incluso para un
marcador de evolucién rapida debido a una segregacién incompleta de
haplotipos, o incluso a la posibilidad de flujo génico entre ellas (Maddison
& Knowles 20006). Por otro lado, las incongruencias por separacion de
morfoespecies en mas de una especie mitocondrial podrian deberse al
hecho de que las entidades a delimitar no fueran monofiléticas para este
marcador (Talavera ez a/. 2013), como sospechamos es el caso de uno de
los cassidinos, identificado como Charidotella sexpunctata (Figura 4.3) y
mencionado previamente en el apartado 4.2.2.1. Los arboles de genes no
siempre reflejan el arbol de especies (Pamilo & Nei 1988; Doyle 1992), y
el ADN mitocondrial puede presentar limitaciones para reflejar la
monofilia de las especies, sobre todo en insectos, principalmente debido a
transferencia horizontal, separacién incompleta de linajes e introgresiones
(Dowling & Secor 1997; Funk & Omland 2003), siendo necesario en estos
casos corroborar los resultados, por ejemplo analizando algun gen nuclear.

Un 30 % de las incongruencias entre inferencias basadas en GMYC vy
delimitacién previa en morfoespecies fueron casos que podrian
relacionarse con alopatrfa, generalmente separando un grupo de
haplotipos observados en localidades del norte o sur de Nicaragua
respecto al resto de localidades (Tablas 4.4 y 4.6). De hecho, se ha descrito
que GMYC puede separar entidades cuando existe fuerte estructura
poblacional en una especie (Lohse 2009; aunque ver Papadopoulou e# al.
2009). Por ejemplo, en el estudio de Hamilton ez a/. (2011), el método
GMYC separd especies putativas de arafia segin su proveniencia
geografica, del norte o del sur de Texas en Estados Unidos, y esto se
atribuyé a una fragmentaciéon del habitat durante el Pleistoceno sin
repercusiones taxonémicas. La presencia de especies cripticas también
podria determinar discrepancias de este tipo (Sites & Marshall 2004,
Costion ef al. 2011; Naciri & Linder 2015). Por ejemplo, no descartamos
que éste fuera el caso de los alticinos identificados como Disonycha sp2
(morfoespecie 18), que muestran una subestructura con soporte mayor al
82 % (Figura 4.4). Se ha demostrado que cox7 es capaz de distinguir
especies cripticas en diferentes taxones, como arafas (Hamilton ez /.
2011); avispas (Gebiola ez al. 2012); colémbolos (Katz et al 2015);
galerucinos (Hambick e a/. 2013); mariposas (Hebert ez 2/ 2004; Dinca et
al. 2011); moluscos (Modica ez al. 2014); o rotiferos (Birky ez a/. 2011). En
algunos casos, el uso de multiples lineas de evidencia en un enfoque
taxonémico integrativo, ha confirmado que estas potenciales especies
cripticas son diferentes especies y se ha propuesto que se les asigne el
estatus de especie (por ejemplo: Birky e# o/ 2011; Dinca ez al. 2011).
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Es interesante destacar que el 77 % de las incongruencias entre
morfoespecies y las especies putativas delimitadas a partir de cox7 en
nuestro conjunto de datos, se debieron a la presencia de un haplotipo
divergente (de los cuales el 83 % fueron observados en un solo individuo).
En estos casos, uno o mas de los métodos de delimitacion de especies
aplicados los consideraron suficientemente divergentes como para separar
una morfoespecie en dos o mas especies putativas. Este resultado es
llamativo en tanto que estos haplotipos presentaron una divergencia (esto
es, una longitud de rama) suficientemente alta como para situarse tras el
umbral de transicién entre especiacion y coalescencia del modelo GMYC,
mientras que en PTP el desbalance del numero de individuos por especie
pudo influir en su identificacién como una especie distinta (Zhang e# al.
2013). Por otro lado, en vista de que GMYC y PTP mostraron el mismo
desempefio en 15 de estos casos de haplotipos divergentes, y
considerando que cada método se fundamenta en suposiciones teoricas
distintas, existe la posibilidad de que algunas de las incongruencias
encontradas no estén relacionadas exclusivamente con el desempefio de
los modelos, sino que correspondan a casos de especies cripticas. Sin
embargo, somos mas de la opiniéon de que estos haplotipos divergentes
pueden representar en realidad casos de separacion incompleta de linajes
respecto a especies emparentadas, ausentes en la muestra. Esta
circunstancia permaneceria indetectable en un estudio de faunas
regionales como el presentado aqui, al no incluir necesariamente las
especies hermanas, distribuidas en otra regiéon. En otros estudios similares,
a nivel local o regional, se observé el mismo patrén, como por ejemplo en
el caso del analisis de la diversidad de crisomélidos en una localidad del
sur de Vietnam (Nguyen & Goémez-Zurita 2016). Por otro lado, este
patréon no se observé en el caso de los Eumolpinae de Nueva Caledonia
(Papadopoulou ez al. 2013), siendo también un andlisis regional y a escala
muy parecida a éste, pero donde, a diferencia del estudio en bosque seco
de Nicaragua, si que se inclufan todas las especies del clado, al tratarse de
una o varias radiaciones 7 sit« en la isla (Papadopoulou ez a/. 2013).

Tomando en cuenta estos efectos que podrian causar separaciéon o
agrupamiento de especies putativas, y considerando que el marcador
utilizado ofrecerfa suficiente resolucién incluso para la deteccion de
especies cripticas (Hebert e al. 2004), nuestros resultados basados en la
delimitacién objetiva de especies en principio no subestimarfan la
diversidad. No obstante, es necesario considerar los factores mencionados
previamente (y otros) que en realidad sobreestimarian el numero de
especies. Sin embargo, aunque el numero de especies putativas delimitadas
con cox1 siempre fue mayor a las morfoespecies en ambas subfamilias
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estudiadas, considerando la marcada coherencia entre estimas
independientes del nimero de especies, también la congruencia entre
métodos objetivos de delimitacion de especies utilizando critérios
filogenéticos, y la posibilidad de explicar algunas discrepancias a favor de
la inferencia molecular, creemos que nuestras estimas de diversidad son
altamente defendibles.

5.1.1.2 Errores metodolégicos en la delimitacion de especies

Hasta ahora hemos considerado que las inconsistencias entre especies
delimitadas a partir de cox7 y la diversidad morfolégica observada en la
muestra podrian deberse a procesos biolégicos. Pero eso no descarta que
algunas potenciales causas de discrepancias en la delimitacién de especies
se deban a errores metodoldgicos, en particular relacionados con la propia
inferencia filogenética. De hecho, varios estudios ya han manifestado que
cualquier método, sea basado en distancias genéticas o en arboles
filogenéticos, es susceptible de introducir potenciales sesgos, sea por los
supuestos en que se basan los métodos, o por los parametros que se
utilizan en su aplicacion (ver la revisién de Carstens ef a/. 2013). En el caso
de GMYC, se ha demostrado tanto con ejemplos empiricos (Talavera ez 4.
2013) como con simulaciones (Fujisawa & Barraclough 2013), que su
rendimiento en general es robusto a una amplia gama de algoritmos y
practicas para la inferencia filogenética, siendo esto consistente con la
congruencia de resultados observada al analizar las diferentes estrategias
utilizadas en Cassidinae y Galerucinae s. /Z (Tablas 4.3 y 4.5). Sin embargo,
la precision de la delimitacion puede verse afectada por algunas
caracteristicas intrinsecas del conjunto de datos o de las especies de
interés, por ejemplo debido al tamafio efectivo poblacional promedio en
relacién con el tiempo de divergencia entre especies (Fujisawa &
Barraclough 2013) o por aspectos relacionados con la tasa de especiacion
(Esselstyn e al. 2012). Aunque se haya sugerido que, a la hora de
interpretar los resultados de GMYC, deberian considerarse los tamafios
efectivos poblacionales (Esselstyn e a/. 2012), no es factible aplicar esta
idea a estudios de biodiversidad a gran escala. En cualquier caso, estos
sesgos intrinsecos del método inciden sobre la importancia de comparar
aproximaciones alternativas para establecer hipdtesis de especies, como
hicimos en nuestro estudio. De igual forma, en el caso de PTP se ha
manifestado que puede ser sensible a diferencias en diversidad genética
intraespecifica a lo largo de la filogenia (Kapli e a/ 2016), observandose
inclusive entre especies hermanas, tanto por diferencias reales en
demografia o estructura genética, como por la heterogeneidad del
muestreo (Zhang ez al. 2013).
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Un factor importante que puede afectar a la delimitaciéon de especies en el
caso de GMYC, pero no en PTP, es la imposicién de trabajar con arboles
ultramétricos. La correcciéon de la heterogeneidad de las tasas para
producir arboles ultramétricos, puede introducir sesgos en la estima de
especies si la longitud de las ramas varfa notablemente al hacer dicha
correccion (Tang e al 2014). En nuestro caso, como la congruencia entre
GMYC (que requiere arboles ultramétricos) y PTP (que no los requiere) es
clevada, y considerando que los resultados de GMYC han sido
consistentes utilizando diferentes estrategias para obtener arboles
ultramétricos (Tablas 4.3 y 4.5), la transformacién analitica de los arboles
no resulta en principio tan preocupante. En buena parte, esta congruencia
podria explicarse porque los datos de cox7 en el rango taxonémico
evaluado (subfamilia) y para Chrysomelidae, probablemente se desvian
poco del reloj molecular, o que esta variacién, en caso de producirse,
ocurre en zonas del arbol que no afectan a la distorsiéon analitica de las
ramas en la zona proxima al umbral que determina los procesos de
coalescencia. En todo caso, la alta congruencia entre los dos métodos, que
aplicamos precisamente porque diferentes estrategias podrian generar
diferentes resultados, sugiere que nuestras estimas de especies putativas no
se vieron afectadas por los sesgos relacionados con la inferencia
filogenética. Sin embargo, esto no impide que existan potenciales sesgos
relacionados con los procesos biologicos de las especies, asi como las
limitaciones al usar ADN mitocondrial, expuestos previamente.

5.1.2 Contribucién de las herramientas moleculares
para desvelar interacciones insecto-planta en los
tropicos

La extraordinaria riqueza de especies de insectos que se alimentan de
plantas es una caracteristica distintiva de la biodiversidad terrestre. Sin
embargo, la dificultad y potenciales sesgos para establecer asociaciones
precisas entre insectos y plantas por métodos tradicionales, han retardado
el conocimiento de la forma en que estas especies interactian. Para el
estudio de estas interacciones, nosotros seguimos la aproximacién de
Jurado-Rivera ez al (2009), pero en esta ocasion, aplicando un
procedimiento automatico para asignar la taxonomia a secuencias de dieta
problema, logrando analizar grandes cantidades de datos de forma
automatica y simultaneando algunos procesos. Ademas, a diferencia de la
mayoria de estudios realizados hasta la fecha, disponfamos de una base de
datos de flora de las mismas zonas de muestreo (Papadopoulou ef al.
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2015), lo que constitufa @ priori una circunstancia deseable para mejorar la
precision de las asignaciones.

Hasta hace relativamente poco tiempo, la deteccién molecular de plantas
hospederas ha sido empleada en un numero limitado de estudios, y el mas
extenso publicado hasta el momento, especificamente con crisomélidos,
incluye 76 especies de Chrysomelinae asociadas con 13 familias botanicas
en Australia (Jurado-Rivera ef a/. 2009). En nuestro caso, obtuvimos una
cantidad de datos sin precedentes (1.133 fragmentos cloroplasticos, 6 861
adoptando los criterios mas conservadores explicados en el apartado
4.5.3) y conseguimos relacionar 257 especies putativas de crisomélidos
con 188 especies vegetales. Pensamos que este estudio refleja la utilidad de
los métodos moleculares para obtener inferencias de plantas hospederas
en coledpteros herbivoros a gran escala, al permitir que de forma
relativamente rapida se pueda describir la estructura de las interacciones
troficas en las localidades estudiadas, y simplificadas en las Figuras 4.10-
4.20.

Otra contribucién importante de nuestra investigacion es que nos
permitié solventar en parte el problema de la falta de informacion basica
de la estructura de las comunidades de insectos herbivoros en un bioma
tan amenazado como es el BSTE. El hecho de conocer, y de forma
simultanea, las especies de insectos herbivoros y los recursos vegetales
imprescindibles para su subsistencia, sin duda abre todo un nuevo abanico
de posibilidades para estudiar relaciones tréficas a gran escala en los
tropicos (Gomez-Zurita ef al. 2016). Este apoyo a la investigaciéon de la
biodiversidad en los trépicos se puede ver aun mas reforzado si se
aceleran algunos procesos que en nuestro caso aun aplicamos de forma
individualizada para cada muestra, por ejemplo, mediante protocolos de
metabarcoding (Yu et al. 2012; Ji et al. 2013; Kajtoch 2014; Beng e al. 2016).
Algunos campos de la Ecologia y también de la biologia de la
conservacion se benefician del conocimiento de la estructura de las redes
troficas y los potenciales efectos cuando son alteradas (especialmente por
influencia humana). Por ejemplo, las medidas de conservaciéon y
proteccion de areas naturales estarfan mejor sustentadas si se comprende
la verdadera dimension de las redes, su funcionamiento y los factores que
influyen en su equilibrio.

5.1.2.1 La importancia de las bases de datos de referencia
Uno de los objetivos de la taxonomia molecular es poder asignar un
nombre a un organismo a partitr de secuencias de ADN y por

comparacion con una referencia que vincule informacioén de secuencia y
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taxonomia. Factores importantes que afectan a la exactitud y precision de
dicha asignaciéon respecto a esa referencia son (i) la representatividad
taxonomica de las regiones gendmicas de interés en repositorios publicos
como GenBank o BOLD (Jinbo e @/ 2011), y (ii) el control de la calidad
de las anotaciones taxonémicas. Si la representatividad de los taxones no
es exhaustiva, probablemente los fragmentos a comparar recibirain una
identificacién imprecisa o errénea (en el caso de la utilizacién de métodos
fenéticos), condicionada por lo que esté disponible para esa comparacion
y seleccionando lo mas parecido. Esto es algo altamente probable en el
caso de estudios en ambientes tropicales donde mucha de la biodiversidad
es desconocida y dependen de la representatividad de taxones en los
repositorios publicos, generalmente de otras zonas geograficas. Algunos
estudios previos sobre interacciones insecto-planta usando métodos
moleculares, compararon los fragmentos cloroplasticos contra los
repositorios de GenBank (Jurado-Rivera ez a/. 2009; Goémez-Zurita et al.
2010; Pinzén Navarro ef al. 2010; Klimaszewski ef a/. 2013; Montelongo &
Goémez-Zurita 2013; Gémez-Zurita & Cardoso 2014), y sus resultados se
basaron en la posicion filogenética obtenida para esos fragmentos,
dependiendo completamente de la representatividad taxondmica en
dichos repositorios. En nuestro caso, disponfamos de una base de datos
de referencia a partir de secuencias de plantas colectadas en las mismas
localidades que nuestros especimenes en Nicaragua, y que estan
incorporadas actualmente a la base de datos de GenBank (Papadopoulou
et al. 2015). La Flora de Nicaragua, respaldada por material de herbarios,
tiene mas de 6.500 especies de plantas vasculares, agrupadas en mas de
1.800 géneros de 261 familias, de las cuales mas de 78 especies son
endémicas (Indiana Coronado, Univ. Nacional Auténoma de Nicaragua,
Leén, comunicaciéon personal). Esta flora tan diversa esta actualmente
muy mal representada en GenBank, y por ejemplo en el caso de la region
psbA-trnH, al excluir las 611 secuencias generadas en nuestro laboratorio, a
4 de setiembre de 2016 encontramos que, con origen geografico en
Nicaragua, solo estarfan disponibles 21 secuencias de psbA-trnH,
representando nueve géneros de siete familias (aunque es muy posible que
s{ estén representadas algunas de estas especies vegetales, pero
recolectadas en otros paises). Esta baja representatividad de la vegetacion
de Nicaragua en las bases de datos de referencia podria ser en parte
responsable de la baja resolucién en muchas de nuestras asignaciones
taxonomicas segun los criterios filogenéticos. Especificamente, usando los
criterios mas conservadores (criterio filogenético estricto en BAGpipe),
obtuvimos un 5 % de asignaciones en el rango de especie, el 15 % en el de
género, el 4 % a rangos supragenéricos, el 68 % a familia y el 8 % a orden
botanico (Tabla 4.10). Estas diferencias de resoluciéon podrian ser por la
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dependencia de la cobertura taxonémica en la base de datos de referencia,
aunque el criterio estricto asegur6 que las asignaciones fueran correctas a
rangos taxonomicos altos (por ejemplo familia). Otras razones que
podrian causar diferencias en el rango taxonémico de las asignaciones,
serfan: (1) inconsistencias de nomenclatura, o (ii) la capacidad del marcador
para discriminar relaciones entre taxones vegetales. Por otro lado, al
analizar los resultados de los criterios basados en distancias genéticas, el
efecto fue el contrario: la proporcién de identificaciones con el rango de
especie fue muy elevada, pero podrian corresponder a falsos positivos,
como se ha demostrado en casos de bases de referencia incompletas (Ross
et al. 2008). En resumen, estas observaciones nos dan una visién de la
imperante necesidad de completar las bases de datos publicas,
especialmente de areas tropicales, con el fin de mejorar la
representatividad de especies y de variabilidad intraespecifica para obtener
asignaciones taxonomicas fiables.

Otro problema muy importante asociado a las bases de datos de referencia
es la existencia de entradas con taxonomia erronea. Si éstas no se detectan,
las inferencias taxonomicas basadas en etiquetados erréneos seran
necesariamente erréneas también. Analisis preliminares de nuestros
resultados nos ayudaron a detectar anotaciones erréneas de fragmentos de
psbA-trmH que estaban depositados en GenBank. En nuestro estudio,
identificamos hasta 33 casos indiscutibles de anotaciones erréneas
(Apéndice I), que se eliminaron de nuestra base de datos de referencia
para repetir los andlisis sin las secuencias comprometidas. Los errores
asociados a identificaciones/anotaciones erréneas en los repositorios
publicos, en GenBank y en otros como BOLD (Lis ¢ a/. 2016), tienen un
alto impacto negativo en los estudios que dependen de una identificacion
veraz, poniendo en peligro las inferencias y conclusiones que derivan de
dichos resultados. Por lo tanto, mientras no exista un mecanismo para
verificar las anotaciones de las secuencias en las bases de datos, es
recomendable ser critico respecto a los resultados obtenidos, sobre todo al
automatizar el proceso de identificaciéon (Papadopoulou ez a/. 2015).

5.1.2.2 Superaciéon de limitaciones asociadas al marcador
cloroplastico

Mientras que cox7 se utiliza ampliamente como cédigo de barras para
identificar especies en el caso de animales, en el caso de las plantas no ha
sido tan facil establecer un consenso respecto al marcador o marcadores a
utilizar. En 2009, el CBOL Plant Working Group propuso rbcl. + matK
como codigos de barras de ADN, y psbA-trnH como siguiente opcion. En
nuestro estudio optamos por trabajar unicamente con psbA-#rnH, debido a
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que (i) es uno de los espaciadores intergénicos cloroplasticos mas variable
y facil de amplificar (Shaw e a/. 2005); (ii) es de longitud variable (Kress &
Erickson 2007), lo que permite reconocer multiples fragmentos a través
de una sencilla electroforesis (en caso de que se coamplifique a partir de
varias especies de planta); (iii) tiene elevado poder filogenético para poner
en contexto los codigos de barra con respecto a otras secuencias a
distintos niveles jerarquicos (Kress ez a/. 2009), y (iv) se ha demostrado
empiricamente su buen desempefio para el estudio de floras en bosques
tropicales (Gonzalez et al 2009; Kress et al. 2009; Costion et al. 2011,
Parmentier ez al. 2013; Tripathi ef al. 2013; Papadopoulou ez a/. 2015). Sin
embargo, es cierto que las diferencias en la longitud y la alta variabilidad
de las secuencias determinan potenciales problemas de alineamiento, y que
se ven exacerbados por la existencia de inversiones polimorficas en
algunas especies (Whitlock e# a/. 2010). Por otro lado, es un marcador que
puede presentar repeticiones mononucleotidicas, lo que en algunos €asos
afecta a la calidad de los cromatogramas en su secuenciacion (Storchova &
Olson 2007; Whitlock ez a/. 2010; aunque ver Fazekas ez a/. 2010). Algunos
de estos problemas, en particular los asociados con el alineamiento por
alta variabilidad de longitud de las secuencias, se solucionaron aplicando
criterios implementados en la herramienta de asignacién taxonémica que
usamos en este estudio, BAGpipe (ver métodos y Papadopoulou ez al.
2015).

5.1.2.3 Fiabilidad de las inferencias de dieta por métodos
moleculares

El nimero de inferencias de dieta para la mayoria de las especies
estudiadas result6 muy alto, siendo éste un patrén generalmente
observado en otros estudios de determinacién molecular de dietas (Kitson
et al. 2013; Klimaszewski ez a/. 2013; Schmidt ez a/. 2016). Este patrén se
obtuvo incluso para algunas especies conocidas y supuestamente con
dietas restringidas. En estos casos, en general la(s) dieta(s) conocida(s)
también se obtenia(n), pero junto a otras inesperadas. Considerando los
potenciales sesgos de las observaciones de campo mencionadas
previamente (apartado 1.2.2), inicialmente no cabria dudar de las
asociaciones tréficas obtenidas por métodos moleculares. Sin embargo,
como la mayoria de estas estrategias se basa en el uso de la PCR, no se
puede obviar que este método, por su elevada sensibilidad, podria
introducir sesgos al amplificarse ADN de fuentes distintas al alimento,
confundiendo los resultados (King e# a/. 2008; Ji et al. 2013; Zhou et al.
2013; Symondson & Harwood 2014; Ficetola e /. 2015). Una forma de
evitar estos sesgos, podria ser mediante la modificacién de los protocolos
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de laboratorio, a través de la aplicacion de (i) técnicas de enriquecimiento
de la PCR (O’Rorke e7 al. 2012); (ii) secuenciacién masiva usando NGS
(Pifol ez al 2014); (iii) replicacion de la PCR (Ficetola ez al. 2015), o (iv)
directamente evitando usar la PCR (Zhou ez a/. 2013; Paula ez a/. 2015). Sin
embargo, ninguna de las estrategias es efectiva si, por ejemplo, nos
enfrentamos a un problema de contaminacién ambiental o cualquier otra
fuente de ADN que no sea el alimento. Aun bajo condiciones
experimentales, se ha demostrado que utilizando protocolos de
descontaminaciéon externa de las muestras, no se pueden descartar por
completo los efectos de esta contaminacién ambiental (Greenstone ez 4.
2012).

Nuestros propios ensayos de descontaminacioén de individuos o el analisis
directo de contenidos estomacales igualmente generaron una alta
diversidad de inferencias de dieta, en ocasiones diferentes a las obtenidas
con el protocolo estandar, y en principio sin relacién con el nimero de
individuos analizados (Figura 4.8). Nuestros resultados sugieren, por
tanto, que estos amplios espectros de dieta podrian representar
asociaciones reales. Particularmente ilustrativo en nuestro estudio, fue el
caso de Physonota alutacea, para la que se us6 ADN extraido exclusivamente
del contenido del tubo digestivo y después de haber descontaminado cada
ejemplar externamente. Esta especie, segun la bibliografia, se alimenta de
plantas del género Cordia (Cordiaceae) (Flowers & Janzen 1997) y, segun
nuestros resultados moleculares, se alimentaria de plantas pertenecientes a
tres familias botanicas, aunque la inferencia mas frecuente fue
efectivamente sobre Cordia (Figura 4.8). En éste y otros casos de especies
consideradas especialistas, la inferencia de potenciales dietas inesperadas y
normalmente resultantes de coamplificacién de multiples bandas en la
PCR, mantuvieron dudas sobre el origen de estas secuencias y el hecho de
que no representasen evidencia de la alimentacién de los insectos. Esta
impresion se reforzé estadisticamente al detectarse diferencias respecto a
las inferencias de dieta segun los tratamientos utilizados (Figura 4.9). Los
resultados de los analisis estadisticos, que identificaron diferencias entre
inferencias segin tratamiento y proceso de obtenciéon de resultados,
recomendaron una cierta cautela en la interpretacion de estas inferencias
como evidencia de dieta. Expresamos esta cautela seleccionando como
hipétesis mas fiables sélo aquéllas que cumplieran una serie de requisitos
(apartado 4.5.3) para disminuir la posibilidad de asociaciones tréficas
potencialmente falsas. No obstante, tampoco se puede descartar la
posibilidad de que, aquellas especies para las que se recuperé un rango
amplio de inferencias no tuvieran en verdad un espectro de dieta mas
amplio de lo que se supone a partir del conocimiento disponible. Por
ejemplo, como ya se ha mencionado, dos asociaciones para las que es
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poco probable que sean erréneas, porque se obtuvieron al amplificar
directamente sobre restos contenidos en el tubo digestivo de Physonota
alutacea (cassidino), son las correspondientes a Lonchocarpus (Fabaceae) y
Burseraceae n°l. Segun el criterio de mejor coincidencia, en el primer
caso, podria tratarse de Lonchocarpus heptaphyllus o L. phlebophyllus, ambas
especies presentes en Nicaragua (Stevens ez 2/ 2001). En el segundo caso,
podtia ser Bursera ovalifolia o B. simaruba, ambas especies conocidas para el
pais, ademas de otras cuatro registradas en la Flora de Nicaragua (Stevens
et al. 2001). Sea como fuere, creemos que en los estudios de dieta usando
herramientas moleculares, el riesgo de contaminacion e incluso sesgos
metodologicos, como los que afectan a la PCR, estin de algin modo
siempre presentes. Asi, es recomendable establecer medidas para mitigar
estos posibles artefactos, ademas de proyectar los estudios a partir de
multiples individuos, con el fin de corroborar las hipétesis de asociacion
tréfica. En nuestro caso, utilizar maltiples individuos de la misma especie,
permitié asegurar la inferencia tréfica obtenida independientemente del
método de amplificacién utilizado, como fue el caso del alticino Disonycha
sp. 10 (morfoespecie 26; Figura 4.4), cuyos ocho individuos de cuatro
localidades (Apéndice II) estan asociado a Malvaceae n°1 (By#tneria aculeata
segun el criterio de mejor coincidencia), y coincide con los registros
bibliograficos obtenidos para el género Disonycha (Apéndice VIII). En este
mismo contexto, para 16 individuos de dos localidades identificados como
Omwophoita  octomaculata  (morfoespecie  10; Figura 4.4), inferimos
asociaciones con Stachytarpheta jamaicensis (Verbenaceae), planta registrada
en la Flora de Nicaragua (Stevens e /. 2001). Igualmente, en el caso de
ocho individuos de la morfoespecie 142 (Figura 4.4) encontrados en cinco
localidades, obtuvimos una asociacion con la Fabaceae n°7 (Pithecellobinm
oblongum segin el criterio de mejor coincidencia, siendo Pithecellobinm un
género con cinco especies en el pafs; Stevens ez a/. 2001).

5.1.2.4 Consideraciones finales

Cualquier estrategia de evaluacion de la diversidad de especies y de
asociaciones troficas a gran escala por métodos moleculares tiene que
enfrentar dos retos: (i) producir hipotesis robustas de especies y sus
asociaciones troficas, y (i) acelerar el ritmo de identificacion (o
descripciéon, cuando sea posible) de las especies en el contexto de la
magnitud de biodiversidad desconocida y el ritmo apremiante de las tasas
de extincién de la diversidad bioldgica. En este estudio hemos dado el
primer paso para una fauna relativamente poco conocida y en un bioma
altamente amenazado, proponiendo hipotesis objetivas de especies para
mas de 1.300 ejemplares de crisomélidos del bosque seco tropical
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estacional de Nicaragua, apoyando la importancia de combinar
informacién genética y morfologica. También hemos discutido algunos
retos respecto a la obtencién de inferencias fiables de dieta en estudios de
biodiversidad a gran escala en ambientes tropicales, y la forma en que
tratamos de superarlos. En conjunto, hemos aportado una metodologia
que aprovecha las técnicas moleculares para explorar y complementar el
estudio de insectos herbivoros y sus plantas hospederas, acelerando la
evaluacion de la biodiversidad. El conocimiento generado, contribuye a
comprender la biodiversidad del BSTE en Nicaragua, y es el punto de
partida para promover y/o respaldar medidas de consetvacion utiles patra
proteger este bioma. Creemos que aplicando estas metodologias de forma
objetiva a otros grupos de estudio, también sera posible mejorar el ritmo y
la solidez de los inventarios de biodiversidad a gran escala, permitiendo
solventar en algo los actuales impedimentos taxonémicos y ecolégicos.
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5.2 La comunidad de Chrysomelidae y los
condicionantes de su diversidad en el bosque seco
tropical estacional de Nicaragua

La mayoria de las especies multicelulares actuales son artréopodos
tropicales asociados a plantas (Lewinsohn & Roslin 2008), vy
consecuentemente la cantidad de interacciones insecto-planta en la
biosfera es muy considerable. El primer paso para comprender como se
relacionan e interaccionan las especies en su ambiente es describir de
forma explicita y precisa dichas interacciones, algo especialmente
complejo en el caso de faunas y floras tropicales. Las redes troficas
proporcionan los medios para investigar potenciales factores que
estructuran y mantienen la diversidad (Lewis e a4/ 2002), y en este
proyecto dimos un primer paso en esa direccion aplicando métodos
moleculares para inferir las potenciales plantas hospederas de Cassidinae y
Galerucinae s. /. Con la metodologia propuesta conseguimos identificar la
riqueza de especies de crisomélidos, asi como patrones de diversidad beta
entre localidades, y los protocolos permitieron inferir interacciones entre
ambos grupos, contribuyendo a cubrir parcialmente el vacio de
conocimiento existente respecto a la ecologia de este grupo taxonémico
en los trépicos. Ademas, la informacion generada en este estudio nos
permiti6 explorar potenciales factores capaces de explicar las diferencias
en la composicion de especies de coledpteros en estas comunidades en el
BSTE de Nicaragua.

5.2.1 Diversidad local y regional de los crisomélidos del
bosque seco tropical estacional de Nicaragua

5.2.1.1 Composicién de la comunidad de crisomélidos

Nuestros datos fueron consistentes con 265 especies putativas de
Chrysomelidae en el BSTE de Nicaragua, que representan segun nuestras
estimas alrededor de un 64 % de la diversidad presente en la regién (Tabla
4.7, Figura 4.5). Segun esta perspectiva, con un tercio de las especies no
detectadas en nuestro muestreo, podria argumentarse que éste ha sido
deficiente. Sin embargo, parece que el hecho de no conseguir muestrear
por completo una determinada comunidad es muy comun en estudios de
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insectos tropicales, tal y como lo demuestran, por ejemplo, estudios
similares realizados en Costa Rica (Furth ez a/ 2003), Ecuador (Erwin &
Geraci 2009) y México (Sanchez-Reyes ef al. 2014), en los que a pesar de
capturar miles de coledpteros de centenares de especies, las estimas de
riqueza revelaron siempre un éxito parcial, muy similar al obtenido por
NoSsotros.

En nuestro estudio, que se basa en un subconjunto de la diversidad real de
Cassidinae y Galerucinae s. £ en el BSTE de Nicaragua, la falta de éxito en
conseguir una mayor proporcion de especies posiblemente se explique por
la existencia de una proporcion alta de especies raras, las cuales influyen
en las estimas de la diversidad no detectada (Gotelli & Chao 2013). Tal
vez un estudio que ilustra el hecho de que colectas muy intensivas no
implican llegar a muestrear toda la diversidad esperada de especies de
escarabajos, corresponde a la investigacion de Ddegaard (2006), donde se
capturaron mas de 65.000 individuos de 2.462 especies en tres grupos de
coledpteros herbivoros, incluyendo Chrysomelidae, sumamente ricos en
especies de dosel forestal en Panama. A pesar de este muestreo, un analisis
a partir de curvas de acumulacién segufa sin alcanzar la prediccion maxima
de especies. Las observaciones de especies representadas unicamente por
uno (szngletons) o dos (doubletons) individuos en las muestras del BSTE en
Nicaragua constituyen una importante fraccion de nuestros datos,
concretamente entre el 63-69 % de las especies entre las cuatro localidades
estudiadas, o el 62-66 % al considerar ademas las localidades con capturas
ocasionales. Las observaciones unicas son muy comunes en los muestreos
de diversidad (Stork 1993) y de hecho se ha sugerido que
aproximadamente entre el 30-50 % de las especies en muestreos de
artropodos tropicales estan representadas por sélo un individuo (Novotny
& Basset 2000; Coddington e a/ 2009). Ademas del estudio ya
mencionado de Jdegaard (20006), varios estudios en el Neotrépico
enfocados en Coleoptera, incluyendo Curculionidae y Staphylinidae
(Anderson & Ashe 2000), Cerambycidae (Noguera ef al. 2002) o
Chrysomelidae (Sanchez-Reyes ¢# al. 2014), también encontraron una
cantidad significativa de observaciones unicas en sus muestreos. Todos
estos estudios detectaron las especies raras a partir de caracteres
morfolégicos, pero es de esperar que al utilizar datos moleculares
probablemente estas estimas se vieran incrementadas.

Nuestro estudio aumenté de forma notable la diversidad conocida de
especies de crisomélidos en Nicaragua, tanto para cada localidad como en
el conjunto de las mismas: los 1.320 individuos de las subfamilias
Cassidinae y Galerucinae s. / estudiados en esta tesis pertenecen al menos
a 251 morfoespecies, casi la misma cantidad de especies actualmente
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conocidas de manera formal para todos los biomas existentes en este pais
(Maes & Gomez-Zurita 2016; Maes ez al. 2016a, 2016b). Dado que casi la
totalidad de esta riqueza proviene de colectas sistematicas en cuatro
localidades (~96 %), especies adicionales podrian ser descubiertas si se
aplica esa intensidad de muestreo en otras zonas de BSTE de Nicaragua,
utilizando nuestros métodos de colecta y otros que no se contemplaron en
esta tesis. Por ejemplo, se podria utilizar la técnica de fumigacion, un
método que muestrea de forma indiscriminada a los artrépodos del dosel,
que en el caso del bosque humedo tropical es considerado un estrato
vegetal muy diverso (Erwin 1982) y con la mayor riqueza de cole6pteros
herbivoros (Chatles & Basset 2005), por lo que esperarfamos que al aplicar
esta técnica en el BSTE también se incrementasen las estimas de

diversidad.

5.2.1.2 Variacién regional de las comunidades de crisomélidos

La diversidad beta, con sus componentes de anidamiento vy
reemplazamiento (Baselga 2010), es un parametro critico para evaluar la
magnitud y la estructuracion de la diversidad de especies entre regiones o
localidades y puede constituir un punto de partida para poder elucidar los
patrones que la promueven (Legendre ez a/ 2005; Anderson ez al. 2011,
Szava-Kovats & Pirtel 2014). En nuestro estudio, tnicamente el 4 % de
las especies putativas estuvieron presentes en las cuatro localidades
estudiadas (Figura 4.6), pero incluso en la comparacién de localidades dos
a dos, tanto en Cassidinae como en Galerucinae s. /, y en el conjunto de
ambas subfamilias, la diversidad beta resulté elevada (B, > 0,681).
Ademais, en todos los casos esta elevada diversidad fue contribuida
fundamentalmente por reemplazamiento de especies (Figura 4.7). Existen
numerosas causas que pueden explicar la diferencias en composicion entre
comunidades, y habitualmente se tiene en cuenta que estos factores
puedan ser ambientales (p. ej., diferencias climaticas), ecolégicos (p. ¢j.,
relaciones mutualistas o antagoénicas entre especies), o histéricos (p. ¢j.,
dispersion), o la interaccion entre ellos (Whittaker 1960; Hubbell 2001;
Condit e a/. 2003; Tuomisto ez al. 2003; Ricklefs 2004; Baselga 2010).

Diferentes estudios han abordado el tema de los patrones de diversidad
beta de Coleoptera en otras zonas tropicales. Novotny e al (2007)
estudiaron las comunidades de insectos, incluyendo coledpteros, en
75.000 km® de bosque tropical de tierras bajas en Papua Nueva Guinea, y
obtuvieron estimas relativamente bajas de diversidad beta (indice de
similaridad Chao-Serensen = 0,79) entre localidades. Sin embargo, los
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estudios sobre estas comunidades en los trépicos generalmente
encuentran baja similitud en la composicién de sus comunidades,
coincidiendo con nuestros resultados. Por ejemplo, en el estudio de
Garcia-Lopez e al. (2013) se evalu6 la composiciéon de comunidades de
coledpteros coprofagos en Costa Rica, encontrando que la similitud entre
las comunidades en seis localidades de bosque himedo premontano
oscilaba entre 21-46 %. De igual forma, Nguyen & Gémez-Zurita (2010)
evaluaron las diferencias en la composicion de comunidades de
Chrysomelidae en un gradiente altitudinal de casi 500 m, mediante
transectos que cruzaron de bosque seco a humedo tropical en Vietnam.
En este estudio, disefiado en una escala espacial de ambito local, se estimé
una disimilitud entre sitios de muestreo y entre los tipos de bosque del 54-
71 %. Estos estudios y muchos otros contribuyen a un debate que ha de
permitir establecer teorfas e hipdtesis sobre los factores y efectos que
promueven la diversidad en zonas tropicales. Sin embargo, los patrones de
diversidad beta y sus conclusiones también podrian estar influenciados
por decisiones metodolégicas o caracteristicas de los datos que deberian
modularse para poder realizar comparaciones directas entre resultados de
diferentes estudios. Por ejemplo, la alta proporciéon de observaciones
unicas, que como se dijo caracterizan los estudios de diversidad en los
tropicos, podria sobreestimar los célculos de beta diversidad (Chao ez 4.
2005), afectando especialmente a las estimas de reemplazamiento
faunistico entre localidades.

522 Contribucién al conocimiento general de
interacciones insecto-planta del bosque seco tropical
estacional de Nicaragua

52.2.1 Alimentacién de Chrysomelidae en el BSTE de
Nicaragua

La delimitaciéon de especies putativas de crisomélidos fue el primer paso
para relacionar sin ambigiiedades cada uno de los ejemplares con la planta
que presumiblemente habian ingerido, algo importante al no estar la
taxonomia del grupo clarificada. Nuestras inferencias revelaron que
Cassidinae y Galerucinae 5. / se alimentan de una gran cantidad de
angiospermas, concordando con lo que se conoce sobre relaciones
troficas para ambos grupos (Jolivet & Hawkeswood 1995), aunque
también se descubrieron algunas inferencias nuevas de asociaciones
troficas para varias especies (Apéndice VIII). El conjunto de inferencias
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de dieta incluye al menos 43 familias de 23 6rdenes botanicos, en general
las mas representativas de la flora del BSTE de Nicaragua (Indiana
Coronado, Univ. Nacional Auténoma Nicaragua, Ledn, comunicacion
personal), abundando entre nuestras inferencias aquéllas sobre
Acanthaceae, Amaranthaceae, Asteraceae, Bignoniaceae, Boraginaceae,
Euphorbiaceae, Fabaceae, Malvaceae, Poaceae, Rubiaceae y Solanaceae.
Un aspecto interesante de nuestras inferencias de asociaciones troficas es
que el 76 % de los crisomélidos (o0 50 % al eliminar observaciones unicas)
podrian estar asociados a una o dos especies vegetales, y a menudo de
6rdenes diferentes en este ultimo caso (Figuras 4.21 y 4.22). Algunos
estudios que han analizado asociaciones tréficas mediante herramientas
moleculares han encontrado que, cuando una especie de crisomélido se
alimenta de varias plantas, éstas son cercanas filogenéticamente, como
serfa el caso de Cephaloleia y Chelobasis (Cassidinae) con Zingiberales
(Garcia-Robledo e a/. 2013) o alticinos del género Arsipoda con Ericales
(Gémez-Zurita et al  2010), y cuando encontraron inferencias
filogenéticamente divergentes las atribuyeron a contaminaciones (por
ejemplo Garcia-Robledo ¢ a/ 2013). Los estudios a mayor escala, en
cambio, han encontrado de forma mas consistente que los coledpteros
herbivoros, tanto los considerados a priori especialistas como los
generalistas, se alimentarfan de mas plantas que las conocidas, de familias
altamente divergentes (Jurado-Rivera ez a/ 2009; Pinzén Navarro et al.
2010; Kitson ez al. 2013; Gémez-Zurita & Cardoso 2014; Papadopoulou ef
al. 2015; De la Cadena ez al. 2016), concordando con el patrén observado
para Cassidinae y Galerucinae s. Z del BSTE de Nicaragua.

El estudio de las interacciones insecto-planta, un aspecto basico de la
ecologia de estas especies, no resulta sencillo debido a la falta de
informacién para establecer asociaciones de forma precisa y sin
ambigtiedades, especialmente en los trépicos. Pero esta circunstancia hace
que las herramientas moleculares constituyan una aproximacién muy
valida para avanzar en este conocimiento. A partir de los resultados
obtenidos de las inferencias de dieta, observamos que las especies de
Cassidinae usaron recursos alimenticios de un menor nimero de familias
botanicas (Figuras 4.10, 4.12-4.14 y 4.16-4.20; Apéndice IV), al
compararlos con los Galerucinae s. / (Figuras 4.11-4.13 y 4.15-4.20;
Apéndice 1V). Esta apreciacion concuerda con estudios generales sobre la
ecologia de estos crisomélidos, en los que se ha observado que
Galerucinae s. / (mucho mas diversos) se alimentarfan de hasta 100
familias botanicas, mientras que Cassidinae interaccionaria con algo mas
de 30 familias de gimnospermas y angiospermas (Jolivet & Petitpierre
1981). De los cuatro grupos de crisomélidos estudiados, algunas especies
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de hispinos han sido mejor estudiadas en el Neotropico, sobre todo
aquellas especies asociadas con Heliconia (Heliconiaceae) y otras familias
del orden Zingiberales (Seifert 1982; Staines 2002, 2011; Santiago-Blay
2004; Descampe ez al. 2008; Garcia-Robledo ef /. 2010, 2013; Schmitt &
Frank 2013; Staines & Garcifa-Robledo 2014). Las asociaciones troficas
inferidas para los hispinos del BSTE de Nicaragua concuerdan con
algunos de los registros bibliograficos encontrados, sea en los rangos de
familia o género (Apéndice VIII), aunque también obtuvimos asociaciones
a plantas hospederas previamente desconocidas, como la potencial
alimentacion sobre Chiococca (Rubiaceae) en el caso de Brachycoryna pumila,
o Sapranthus (Annonaceae) para Heterispa vinula (Papadopoulou ez al. 2015).
Algunas inferencias para especies con ecologifa mas o menos bien
conocida entre los cassidinos, también coincidieron. Este seria el caso, por
ejemplo, de los cassidinos Ischnocodia annulus y Physonota alutacea con
Cordiaceae, de Parorectis rugosa con Physalis (Solanaceae) (Papadopoulou ez
al. 2015; De la Cadena et al. 2016), de Agroiconota propingua ~ con

Convolvulaceae, de Charidotella sexpunctata con Merremia (Convolvulaceae)
(y una asociaciéon unica con la familia Amaranthaceae para un ejemplar
genéticamente divergente), de Coptocycla leprosa con Cordiaceae o de
Omrocerns caernleopunctatus con Cordia (Cordiaceae) (Apéndice VIII).

Como se mencioné previamente, las inferencias de dieta utilizando el
criterio estricto de BAGpipe fueron asignadas a diferentes rangos
taxonomicos, correspondiendo la gran mayorfa a familia y orden (76 %),
mientras que el 20 % fueron asignadas a géneros y especies (Tabla 4.15).
Estos resultados han limitado hasta cierto punto su utilidad en los analisis
de las redes tréficas, ya que restringieron el grado de resolucion de las
conexiones entre insectos y plantas. Sin embargo, una de las virtudes de
BAGpipe es que ofrece diferentes criterios para la asignacion taxonémica
de las secuencias (Papadopoulou e a/ 2015), que pueden resultar muy
utiles para refinar la resolucién taxondémica. Por ejemplo, aunque el
criterio de mejor coincidencia es propenso a la asignaciéon de falsos
positivos cuando la base de datos de referencia es incompleta, en algunos
casos nos resulté util para cotejar los resultados de ambos criterios, y
comparar efectivamente la presencia de la planta con los registros de la
Flora de Nicaragua. Por ejemplo, Ruellia, Acanthaceae (Ruellia blechnm
segun la mejor coincidencia y registrada para Nicaragua) estd asociada a
cuatro especies putativas de alticinos (Figuras 4.15 y 4.17), es el unico
género conocido de la tribu Ruellinae (Tripp e a/. 2013) y esta presente a
todo lo largo de la Costa Pacifica de Nicaragua (Stevens ez a/ 2001). La
inferencia obtenida como Leonotis, Lamiaceae (Leonotis nepetifolia segan la
mejor coincidencia), asociada al alticino ALT Sp28 (Figura 4.12),
corresponderia precisamente a Ieonotis nepetifolia, 1a tnica especie conocida
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de este género para las zonas pacifica y del centro-norte de Nicaragua
(Stevens et al. 2001). Sin embargo, también esta aproximacion permite
descartar asociaciones troficas que son improbables, como la encontrada
entre el alticino ALT Spl115 y Ulmus minor (Ulmaceae) (Figura 4.15),
debido a que esta especie no se conoce para el pafs, donde este género
esta representado por una unica especie, Ulmus mexicana (Stevens et al.
2001).

5.2.2.2 Caracteristicas de las redes troficas entre coledpteros y
plantas del BSTE de Nicaragua

Las redes troficas describen la estructura de las comunidades (Tylianakis ef
al. 2007), mostrando patrones de conectividad y dependencia entre
especies, y son una herramienta muy apropiada para comprender el
funcionamiento de las comunidades, por supuesto también las de areas
tropicales. Ademas, la arquitectura de las redes tréficas se utiliza como una
aproximacion para evaluar la estabilidad de las comunidades y la
vulnerabilidad de las especies a la extincion (McCann 2000; Dunne e al.
2002; Thébault & Fontaine 2010). Sin embargo, a pesar de los esfuerzos
por catalogar y clasificar la biodiversidad, ain se desconoce la forma en
que las especies estan enlazadas e interaccionan con otras, como es el caso
para muchos insectos herbivoros y sus plantas hospederas en los trépicos.
Estas limitaciones en conocimiento, ponen aun mas de relieve la
importancia de aproximaciones de amplio espectro como la desarrollada
aqui.

En el presente trabajo, hemos propuesto una serie de medidas
informativas sobre la estructura de las redes troficas de las cuatro
localidades estudiadas. Sin embargo, es importante tener en cuenta que
estas redes son preliminares, al no incluir todas las especies implicadas, no
representar todas las relaciones posibles (por ejemplo, para especies de
crisomélido con baja representatividad) y poder representar alguna
interaccion errénea (por artefactos de la identificacion molecular de las
dietas). A pesar de estas limitaciones, las medidas descriptoras de redes
aplicadas nos ofrecieron algunas pautas sobre la forma en que se
estructura la interacciéon de las comunidades de crisomélidos con sus
plantas hospederas.

La Reserva Miraflores-Moropotente y la R. Domitila mostraron en general

tendencias opuestas segun algunas de las medidas descriptivas utilizadas.
Asi, en la primera localidad se encontré el mayor nimero de médulos y
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conexiones por especie (Tabla 4.17), explicando la baja conectancia
observada, y abriendo la posibilidad de que, de las comunidades
estudiadas, sea la mas sensible a una hipotética extincion de las especies
vegetales con mas asociaciones con los crisomélidos. Estas especies, en
orden de importancia, serfan Rubiaceae n°1, Guaiacum (Zygophyllaceae),
Cucurbitaceae n°6, Fabaceae n°22, Boraginales n°3 y Convolvulaceae n°5.
De ser éste el caso, ante eventos de deforestacién u otras alteraciones del
habitat, especialmente las que afectaran especificamente a estas plantas, la
integridad de la interaccién entre esta comunidad de crisomélidos y las
plantas que les sirven de alimento se verfa seriamente amenazada,
probablemente con efectos mas negativos en comparacion con las otras
localidades. Por su parte, R. Domitila tiene la mayor conectancia de todas
las redes, en relacién con la menor cantidad de mddulos en que estan
agrupadas las asociaciones troficas. Sin embargo, mostrd valores altos de
especializaciéon y de generalidad que podrian explicarse por la menor
competencia de recursos observados. Si consideramos que la mayor
diferencia en composicion floristica la obtuvimos entre estas dos
localidades (Dy,,, = 0,921), estas diferencias podrian tener un efecto sobre
la manera en que los insectos utilizan las plantas o las especies que pueden
establecerse en cada ambiente. Por otra parte, la especificidad de
hospederos en R. Natura es aparentemente menor que en otras
localidades, segun reflejan parametros asociados a un alto grado de
generalidad y baja competencia de recursos. Por ultimo, en la Finca Sierra
Serena se observé una tendencia similar a la de R. Miraflores-
Moropotente respecto a la conectancia de las especies: un alto numero de
compartimentos y conexion entre especies, aunque con un mayor grado
de hospederos compartidos, lo que se interpretaria en parte como que
aqui encontramos la comunidad que mas compite por recursos
alimenticios. Asi, con los datos obtenidos, podemos concluir que ante un
escenario de extinciéon de aquellas plantas que reciben mas interacciones,
la comunidad de crisomélidos en la R. Miraflores-Moropotente serfa la
mas afectada. Entre los parametros estudiados, destacamos la medida de
robustez, muy ligada a la respuesta de las interacciones ante
perturbaciones ambientales, y que podtia constituir un buen indicador
para predecir potenciales efectos sobre la comunidad de crisomélidos ante
la destruccién o alteraciéon de los remanentes de BSTE de Nicaragua, asi
como sobre el tipo de medidas de conservacién que se podrian proponer.

Las diferencias observadas entre las redes troficas, se explican y refuerzan
por diferencias en composicion floristica entre las cuatro localidades. Las
R. Miraflores-Moropotente y R. Domitila mostraron las mayores
diferencias de composicion floristica, ademas de faunistica, mientras que
en R. Domitila y R. Natura se observaron las comunidades mas similares
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en flora y fauna (Tablas 4.8 y 4.19). Por lo tanto, es justificable sugerir que
en el caso de coledpteros herbivoros, diferente vegetaciéon seguramente
promueve distintas comunidades de crisomélidos, y que la manera en que
interaccionan una y otros, es decir, la estructura y propiedades de las redes
troficas que los relacionan seran diferentes. Es interesante resaltar que si
analizamos las diferencias entre localidades respecto a las inferencias de
dieta segun criterios de disimilitud, las dos localidades mas diferentes en
composicion florfstica y faunistica también mostraron los valores mas
altos de disimilitud en su interaccién, aunque las diferencias en la
composicion de dietas fueron altas en todos los casos (B, > 0,6) (Tabla

5.1).

Tabla 5.1 Diferencias en la seleccién tréfica, medida a partir del indice de disimilitud
Sorensen entre cuatro localidades de bosque seco tropical en Nicaragua. La mayor
divergencia en inferencia de dietas entre comunidades se destaca en negrita y la mas
semejante en cursivas.

Beta disimilitud de inferencias de dieta
R. Natura R. Domitila F. S. Serena

R. Miraflores 0,606 0,795 0,665
R. Natura - 0,783 0,593
R. Domitila - 0,746

Las metodologias aplicadas en este estudio permitirin incorporar
informacién sobre interacciones tréficas en los analisis de biodiversidad
(Gomez-Zurita et al. 2016), con el fin dltimo de promover programas de
manejo ambiental, propuestas de conservaciéon y restauraciéon de
ambientes degradados (Laliberté & Tylianakis 2010), que integren este
componente, muy pocas veces considerado en este tipo de estudios.

5.2.3 ¢:Qué condiciona la estructura de las comunidades
de crisomélidos?

La presencia o ausencia de una especie en un héabitat determinado esta
condicionada por numerosos factores que operan a distintas escalas
espaciales y temporales (Levin 1992). Sin considerar las alteraciones del
ecosistema causadas por actividades humanas, algunos procesos y factores
que determinarfan la composicion de las comunidades en una region
determinada incluirfan la disponibilidad de recursos, las condiciones
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climaticas y fisicas propicias para completar el ciclo vital de los
organismos, la resiliencia a las alteraciones de habitat, asi como factores
histéricos, incluyendo la propia capacidad de dispersion de las especies
(Pearson & Dawson 2003; Thuiller e a/. 2004; Hartley e al. 2010; Soberén
2010), entre otros. Sin embargo, elucidar qué determina la estructura de
una comunidad y como varfa espacialmente, aun genera controversia, ya
que estos factores estan interrelacionados y no influyen de forma aislada
(Levin 1992). Nosotros hemos analizado en este estudio, una serie de
variables ambientales, ecoldgicas, floristicas y geograficas, con el objetivo
de evaluar el grado de influencia que éstas podrian tener sobre la
composiciéon de las comunidades de crisomélidos en el BSTE de
Nicaragua.

5.2.3.1 El rol de la distancia geografica

En Nicaragua, las cuatro localidades estudiadas proporcionaron una
perspectiva espacial de la composicion de las comunidades de coledpteros
herbivoros. Segin la posicion geografica, y teniendo en cuenta que
estudiamos un dnico tipo de bioma en particular, podria esperarse que
localidades mas cercanas albergasen mayor similitud en la composicion de
especies (Nekola & White 1999). En efecto, las comunidades mas
similares en cuanto a composicion de especies fueron las mas préximas
geograficamente, ubicadas en el centro del pais (distancia entre Reserva
Natura y R. Domitila = 63,6 km). Por otra parte, la mayor heterogeneidad
entre comunidades no fue entre las localidades mas distantes—R.
Miraflores-Morpotente, al norte, y Finca Sierra Serena, al sur del pais
(distancia = 233,3 km)—sino entre alguna de éstas y la R. Domitila. La
contribucién a las diferencias entre comunidades de crisomélidos en estas
localidades podrian reflejar también la interacciéon de otros factores mas
alla de la separacion geografica. Por ejemplo, la Finca Sierra Serena es una
zona donde confluyen varios tipos de bosque (seco tropical estacional,
himedo istmefio-atlantico y humedo estacional de Costa Rica), y por su
parte, la Reserva Miraflores-Moropotente representa el gradiente
altitudinal mas amplio de nuestro muestreo, por lo cual se podrian
anticipar diferencias en la composicién de flora y fauna apenas por estos
factores.

En relacién con el efecto de la distancia geografica, se han propuesto
diferentes teorfas para comprender como se distribuyen las especies segun
la escala espacial, donde a grandes rasgos, el clima y factores historicos
serfan factores limitantes para el rango de distribucién de especies a gran
escala (global o regional), mientras que condiciones ambientales locales
ligadas al nicho ecolégico fundamental serfan mas influyentes en una
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escala local o de paisaje (Pearson & Dawson 2003; Thuiller ez a/. 2004). Sin
embargo, como ya se vio y se discutira a continuaciéon en detalle, a pesar
de la escala regional de nuestro estudio, el modelo que incluye como
variables predictivas la posicion geografica y la composicion floristica
explicaria el 92 % de la variacion respecto a las diferencias en composiciéon
de comunidades de crisomélidos, con muy escasa contribucién del
componente climatico (al menos segun nuestra evaluacion y la
metodologia aplicada, a partir de una distancia ambiental) (Tabla 4.21).

52.3.2 La influencia de la composicién floristica y las
condiciones ambientales

Los coledpteros herbivoros se encuentran sélo donde existen las plantas
de las que dependen: estas especies son un recurso indispensable en su
ciclo biolégico, sirviéndoles de alimento, refugio, lugar de crfa, y en
general cualquier aspecto vital de su existencia (Jolivet & Petitpierre 1981).
Por lo tanto, es predecible que la composicion de la vegetacion sea uno de
los factores que de forma predominante condicione la composicion de las
comunidades de estos insectos. EI BSTE muestra extraordinarios niveles
de diversidad beta en plantas (Pennington e a/. 2009; Dirzo et al. 2011,
Banda-R e @/ 20106), y esta heterogeneidad podria determinar niveles
igualmente elevados de diferencias en la composiciéon de las comunidades
de insectos herbivoros. En consonancia con esta idea, nuestro analisis
sobre los factores que podrian influir en las diferencias de composicion de
las comunidades de crisomélidos demostraron que, de los componentes
incluidos en nuestros analisis, la diversidad de plantas es en efecto el
factor que las explica en mayor medida (Tabla 4.22). Este factor ademas se
ve reforzado por los efectos de la distancia geografica, y muy poco al
considerar diferencias climaticas y ecologicas entre localidades. Con
nuestra metodologia, ademas pudimos incluir otro argumento sobre las
diferencias de composiciéon floristica y su influencia sobre la composicion
de especies de crisomélidos, y se refiere a las inferencias de dieta obtenidas
por métodos moleculares. Como se aprecia en la Tabla 5.1, aunque la
disimilitud de las inferencias obtenidas se correlacioné débilmente con las
diferencias de composicién floristica (R* ajustada = 0,08; P = 0,699), en
todos los casos estas diferencias fueron altas (>60 %).

La estrecha relacion de la composicion de la flora y los insectos asociados
a ella, ha sido estudiada desde diferentes perspectivas, pero hasta la fecha
s6lo existen dos estudios, ambos a gran escala, que han investigado si la
composicion floristica puede predecir la riqueza de especies de insectos en
el bosque humedo tropical (Basset e al 2012; Zhang et al 2016),
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concluyendo que las estimas de diversidad floristica se ajustan
perfectamente bien a las curvas de acumulaciéon de insectos, y que la
composiciéon de comunidades de plantas e insectos estan altamente
correlacionadas. Aunque nuestro estudio no analiz6 las comunidades
desde esta perspectiva, sin embargo podtia aportar un soporte adicional
para la alta diversidad beta de crisomélidos y flora vascular asociada en el
BSTE de Nicaragua, ya que ambas estin correlacionadas (R* ajustada =
0,75; P = 0,076).

Un aspecto ampliamente discutido en la actualidad, utilizando diferentes
taxones y zonas biogeograficas, es la importancia del clima en la
distribucién de las especies. Debido a las alteraciones ecolégicas
provocadas por actividades antropogénicas, especialmente después de la
época industrial, se han propuesto varias metodologias para estudiar la
forma en que el cambio climatico, a nivel regional o global, afecta y
afectara a las especies. Especialmente en los ultimos afios, la
generalizacion de los Sistemas de Informacion Geografica y el desarrollo
de técnicas estadisticas aplicadas, ha permitido la expansion de
herramientas para el analisis de patrones espaciales de presencia y ausencia
de especies, esto es, los modelos de distribucion de especies (Mateo e .
2011). La preocupacion por la disminucion de los ecosistemas tropicales, y
sus consecuencias para un cambio climatico a nivel global, propulsé los
modelos de distribuciéon de especies usando flora tropical (Blasco ez al.
2000) para modelar el habitat y predecir la forma y grado de afectacion
ante distintos escenarios de cambio climatico. Desde entonces, muchos
estudios han seguido esta practica, en un amplio rango biogeografico y
usando todo tipo de grupos taxonémicos, incluyendo coledpteros (Fiaboe
et al. 2012; Restrepo Correa et al. 2016). Nuestros analisis también
utilizaron los datos climaticos mas usados para este tipo de estudios, que
consideran las 19 variables bioclimaticas de precipitaciéon y temperatura,
ademas de la altitud, aridez, biomasa, cobertura vegetal y
evapotranspiracion potencial. Uno de nuestros resultados mas
sorprendentes fue que, en contra de la mayorfa de estudios que otorgan
relevancia a estos parametros para explicar y predecir la distribucién de
especies, el componente climatico no aporté mayor poder explicativo al
modelo, una vez estuvo incluido el componente floristico. Sin embargo,
estos parametros ambientales s{ podrfan estar condicionando la
composicién de la flora de BSTE, pues ambas variables, medidas como
diferencias ambientales y de composicion floristica entre las cuatro
localidades de BSTE en Nicaragua, si estuvieron altamente
cotrelacionadas (R* ajustada = 0,75; P = 0,047). Aunque no fue posible
acceder a datos de otras variables, como tipo y uso actual del suelo,
carreteras, poblaciéon en areas circundantes, y otros factores que
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probablemente influyan en los agrupamientos de especies, esto
seguramente no disminuyé la relevancia de las variables incluidas en el
componente ambiental y de los resultados obtenidos. Por lo tanto,
nuestros resultados nos harfan cuestionar el uso indiscriminado de
variables ambientales para cualquier grupo de organismos y cualquier
escala del muestreo, especialmente cuando la influencia de los factores
bidticos es progresivamente mas importante cuando disminuye la escala
(Hortal ez al. 2010). No obstante, también es necesario considerar que
quizas la resolucién de las variables climaticas (1 km?) y/o la metodologia
utilizada para obtener las distancias ambientales, reduciendo la variabilidad
de estas medidas en cada localidad (Figura 4.24A) a un unico punto
representativo, el centroide (Figura 4.24B), de alguna forma pudo
disminuir la sefial ambiental. Ademas hay que tomar en cuenta los
posibles efectos de la multicolinealidad, ya que las tres wvariables
explicativas estan significativamente correlacionadas entre ellas, algo muy
comun en datos ecolégicos (Graham 2003), lo cual pudo afectar a la
parametrizacién de los modelos de regresiéon multiple y, en consecuencia,
nuestras conclusiones sobre la importancia relativa de los diferentes
componentes analizados (Dormann e 2/ 2013). Sin embargo, nada de esto
disminuye el impacto de la composicion floristica para explicar las
diferencias en la composiciéon de las comunidades de crisomélidos del
BSTE de Nicaragua, ya que esta variable es la que mejor explica la
composicién de las comunidades incluso segtin una correlacién simple (R?
ajustada = 0,749; P = 0,010).

En todo caso, también consideramos la posibilidad de que nuestra
percepciéon de que el clima no tenga efecto sobre la estructura de la
diversidad pudiera variar si utilizairamos una escala de datos climaticos que
reflejara variaciones a escalas menores. Este problema, el efecto de la
resolucion y de la escala de los mapas disponibles, ha sido estudiado en
varias ocasiones, y por ejemplo Sirkinen ef a/ (2011) demostraron que el
modelado de prediccion de especies vegetales del BSTE en América del
Sur generaba diferentes resultados segin el detalle de la escala,
especialmente en el caso de zonas con alta heterogeneidad altitudinal.
Otros estudios también han destacado los potenciales sesgos de depender
exclusivamente de datos climaticos, asi como de la escala a la que se
aplica, sugiriendo que los resultados deberfan interpretarse con cautela y
considerar las circunstancias especificas en que los modelos son realmente
utiles (Pearson & Dawson 2003; Araujo & Peterson 2012). Una forma de
mejorar este tipo de estudios, especialmente si se trata de organismos de
pequeno tamafio, quizas fuera modelar la distribuciéon de las especies
segun el microclima de los lugares en que se encuentran las especies de
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interés, pero ese tipo de datos no suelen estar disponibles y son dificiles de
generar, especialmente para estudios de biodiversidad a gran escala. En
cualquier caso, y a la vista de nuestros resultados, sugerimos que los
estudios de comunidades de insectos herbivoros que incorporen variables
climaticas, contemplen ademas incluir datos de vegetacion para establecer
una mejor aproximacion del efecto de los distintos factores ecolégicos a la
distribucion de las especies.
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5.3 Conservacion de la biodiversidad en el bosque
seco tropical estacional de Nicaragua

Uno de los problemas ecolégicos mas urgentes por resolver ahora y en el
futuro mas préximo es el incremento de la tasa de extincion de especies y
que ha derivado en la pérdida dramatica de diversidad biolégica en la
Tierra (Barnosky ez al. 2011; Newbold ez a/. 2015, 2016). El altimo informe
sobre la actual crisis de biodiversidad, liderado por Newbold e @/ (2016),
manifiesta que de forma global el 58 % de la biodiversidad esta
comprometida debido a las alteraciones antropogénicas y cambio
climatico, y que en el caso de Mesoamérica, la pérdida de especies es mas
alta que el promedio. Esta problematica afecta especialmente al bosque
seco tropical, hogar de miles de especies, y fuertemente presionado por
explotacién y degradacién debido a actividades humanas. Esta presion ha
causado tal grado de disminucién de su distribucién original, que
actualmente sélo quedan unos pocos remanentes de lo que alguna vez fue
uno de los biomas mas extendidos en América Latina (Gillespie ez a/. 2000
Olson ¢# al. 2001; Calvo-Alvarado e al. 2009).

En el caso de Nicaragua, la falta de protecciéon de zonas de BSTE es
preocupante, especialmente debido a que forma parte del hotspor de
Mesoamérica, esto es, que son bosques que constituyen el hogar de
multitud de especies unicas que soportan graves amenazas por la
destrucciéon del héabitat y otras presiones antropogénicas. Los estudios
sobre el BSTE han destacado la riqueza de especies y la diversidad de
interacciones que ocurren en estos bosques, asi como la necesidad de
proteger este bioma, a través de politicas claras y planes de conservacion
eficientes. Estos planes deberfan considerar ademas la alarmante tasa de
deforestacion en el pais, cuya principal motivacion es la conversion hacia
tierras cultivables o para uso ganadero (Bullock 1995; Gonzalez-Rivas e al.
20006). Este panorama ciertamente requiere medidas urgentes de
proteccion, conservacion y restauracion. En esta investigacion, hemos
desvelado una alta riqueza de crisomélidos y de sus plantas hospederas en
los remanentes de BSTE, asi como una alta diversidad beta entre
comunidades, siendo la composicion floristica el componente que mejor
explic6 la composicién de estas comunidades. Si consideramos que en
nuestro estudio, de las doce localidades muestreadas, cuatto no tienen
ninguna categoria de proteccién y cuatro son protegidas por iniciativa
privada, se pone de manifiesto que se requieren mayores esfuerzos para
proteger esta diversidad, tanto por parte del estado como de la sociedad

171



civil. Como se mencioné previamente, una medida potencialmente util
para evaluar el impacto « priori al que se exponen las comunidades ante
perturbaciones ambientales, es la robustez de las redes tréficas, siendo R.
Miraflores-Moropotente potencialmente la mas vulnerable. Ademas,
observamos que esta localidad y R. Domitila, fueron las mas distintivas en
términos de composicion de especies (y de inferencias de dieta), floristica
y ambiental. Como la composicion floristica explica mejor que otros
factores las diferencias en composicion de las comunidades de
crisomélidos, éste deberia ser un factor fundamental a considerar en
planes de conservaciéon de los remanentes de BSTE, no sélo en
Nicaragua. En este sentido, la conservacion de crisomélidos e insectos con
ecologias similares podria beneficiarse por el hecho de que la gran mayoria
de programas de conservaciéon y restauracion consideran la riqueza de
especies vegetales como el criterio fundamental para establecer areas
protegidas. Nuestro énfasis sobre las interacciones como parte integral de
un estudio de biodiversidad, destaca por tanto el valor de las actuaciones
sobre un componente de la biodiversidad por los efectos que puedan
tener sobre otros elementos del ecosistema.

Si la riqueza de especies es la forma mas utilizada de medir la
biodiversidad (Gotelli & Colwell 2011), se utiliza para identificar hozspots
de diversidad bioldgica y juega un papel clave en planes de conservacion,
con la informacién generada sobre biodiversidad de crisomélidos y la de
sus plantas hospederas en el BSTE de Nicaragua, aspiramos a resaltar la
importancia y diversidad de este bioma, de tal forma que contribuya en
planes de manejo y conservacion. Por ejemplo, el simple hecho de
encontrar s6lo un 4 % especies comunes entre las localidades estudiadas,
sugiere que probablemente otras zonas de BSTE también tienen tasas
similares de reemplazamiento de especies. Esto tiene profundas
implicaciones porque significa que estos remanentes de bosque mantienen
nucleos unicos de especies e interacciones, y ademas el rango de las
mismas podria ser comparable o superior al del bosque humedo tropical
(Chatles & Basset 2005). Aunque Nicaragua presenta uno de los niveles
mas altos de fragmentacién de BSTE en Centroamérica (Portillo-Quintero
& Sanchez-Azofeifa 2010), es el pais donde aun existe la mayor
proporciéon de este tipo de bosque en la regién. Otros paises como
Guatemala y Costa Rica mantienen entre un 0,3-0,4 %, y de forma muy
fragmentada (Calvo-Alvarado ez a/ 2009; Portillo-Quintero & Sanchez-
Azofeifa 2010). Por lo tanto, basandonos en el tipo de datos obtenidos a
partir del estudio de una fraccion de la biodiversidad asociada a este
bosque, una propuesta de conservacion que protegiese las zonas de
bosque con los niveles mas altos de diferenciacién en su composicion
floristica, promoverfan la conservaciéon de las comunidades, a su vez
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caracteristicas, que habitan en estos fragmentos de bosque. Considerando
que muchas especies y géneros de plantas estan restringidos al BSTE vy
reflejan historias evolutivas propias de este bioma (Pennington e a/. 2009),
las acciones destinadas a promover la conservaciéon de los pequefios
remanentes de bosque, mediante ayudas y capacitacion a los propietarios,
generarfan un gran impacto en los procesos ecoldgicos y evolutivos del
BSTE no soélo en Nicaragua sino en Mesoamérica. Los esfuerzos de
conservacion implementados en Nicaragua, a través del Sistema Nacional
de Areas Protegidas (SINAP), en este sentido contribuyen a la proteccién
de las especies de crisomélidos y sus interacciones tréficas, ademas de
otras especies que habitan el BSTE. Sin embargo, incluir otros pequefios
fragmentos de BSTE dentro del sistema de areas protegidas, sin duda
contribuira a mantener la diversidad unica que poseen.
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CONCLUSIONES






Nuestro muestreo permitié obtener una buena representacion de
ejemplares pertenecientes a Cassidinae y Galerucinae sensu lato., en
cuatro localidades protegidas del rango de distribuciéon del bosque
seco tropical estacional en Nicaragua, proporcionandonos 448
individuos en Reserva Miraflores-Moropotente, 205 en R. Natura,
147 en R. Domitila y 330 en Finca Sierra Serena. El estudio de
ocho localidades adicionales con diferente grado de proteccion,
proporcionaron 190 ejemplares mas, y pertenecientes en total a
251 morfoespecies, 69 de Cassidinae y 182 de Galerucinae s. /.

Confirmamos que en estudios de biodiversidad a gran escala, la
delimitaciéon de especies de coledpteros herbivoros utilizando cox7
es una herramienta eficaz, que provee de una delimitacién inicial
objetiva e identifica especies putativas ante la falta de hipotesis
taxonomicas  preliminares, permitiendo solventar en algo la
limitacién impuesta por el impedimento taxonémico para insectos
en los trépicos.

Utilizamos la informacién filogenética contenida en este marcador
y métodos objetivos de delimitaciéon de especies, concretamente
PTP y varias implementaciones de GMYC, que permitieron inferir
entre 71-78 especies putativas de Cassidinae, y entre 179-209
especies putativas de Galerucinae s. / Los distintos métodos
usados mostraron un rendimiento similar, concordando en un 83-
93 9% entre morfoespecies y especies delimitadas con estos
métodos.

Las discrepancias entre hipdtesis moleculares de especies y la
diversidad morfoldgica observada pudieron explicarse en algunos
casos por la posibilidad de estructura geografica marcada en
alguna de las especies, siendo las poblaciones meridionales en
general las mas divergentes para cox7. Sin embargo, en la mayoria
de los casos, la discrepancia se debi6 a un tunico haplotipo
divergente. Este patréon se atribuyéd tentativamente a potencial
parafilia por separaciéon incompleta de linajes, indetectable como
tal en un muestreo regional como el de nuestro estudio, excepto
por su senal en el proceso de coalescencia.

Con una estima de 250-290 especies de Cassidinae y Galerucinae .
L. observadas en la muestra, y la prediccion tedrica de hasta un
tercio mas de especies presentes en este bioma, se puede
considerar que el bosque seco tropical estacional de Nicaragua
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alberga una muy alta riqueza de especies de crisomélidos. En
cualquier caso, los célculos de riqueza de especies pueden haberse
visto afectados en parte por la elevada proporcion de
observaciones unicas (sziugletons) o dobles (doubletons) en el
muestreo, una circunstancia por otra parte muy comun en los
analisis de diversidad tropical.

La proporcién de especies compartidas fue muy baja entre
localidades (0,43 < B, < 0,76). Cada localidad estudiada presentd
una comunidad de crisomélidos notablemente diferente al resto,
siendo el reemplazamiento de especies el factor que mas influyé
en los patrones observados de diversidad beta.

Nuestra aproximacién para superar el impedimento ecolégico, al
menos en parte, consisti6 en la investigacion de asociaciones
tréficas de los crisomélidos con los mismos criterios de analisis
rapido de la biodiversidad a partir de marcadores moleculares que
usamos en la delimitaciéon de especies. En este caso, usamos un
marcador cloroplastico de dieta, psbA-#rnH, con capacidad
contrastada de discriminacién entre especies vegetales, y una
automatizaciéon del proceso de identificaciéon taxonémica a partir
de estas secuencias (usando el pspe/ine informatico BAGpipe).

El criterio estricto para la asignacién taxondmica de las secuencias
implementado en BAGpipe, junto con la base de datos de flora
local, proporcioné asignaciones taxonémicos en distintos rangos
para 1.133 fragmentos de psbA-#rnH, muchos de ellos entre género
y familia.

La diversidad y alta divergencia filogenética entre dietas inferidas
para una misma especie, incluso en casos de especies
supuestamente oligéfagas, fomentd una visién critica sobre este
tipo de inferencias basadas en el uso de PCR y potencialmente
afectadas por los sesgos de esta técnica. Un estudio sobre varias
especies de Cassidinae y Galerucinae s. / y disefiado para evaluar la
posibilidad de resultados erréneos debidos a contaminaciéon con
ADN ambiental, demostré que esta posibilidad debe ser tenida
muy en cuenta, pero a la vez apoy6 la idea de que las dietas de
estos organismos pueden ser mas amplias de lo considerado
habitualmente.



10.

11.

12.

13.

A partir del analisis de la fiabilidad en la inferencia de dietas,
fuimos mas conservativos en la utilizacién de estos datos,
descartando 272 secuencias e inferencias de origen dudoso. Segun
la seleccién de inferencias mas sélidas, los crisomélidos mostraron
asociaciones con un amplio rango de plantas hospederas, de modo
que 257 especies putativas de coledptero se asociaron con 188
plantas de 43 o6rdenes botanicos, siendo las familias mejor
representadas ~ Acanthaceae, = Amaranthaceae,  Asteraceae,
Bignoniaceae, Cordiaceae, Euphorbiaceae, Fabaceae, Malvaceae,
Poaceae, Rubiaceae y Solanaceae.

Las especies de Cassidinae usan recursos alimenticios de un menor
numero de familias botanicas al comparar con Galerucinae s. /, y
el 76 % de los crisomélidos (6 50 % al eliminar observaciones
unicas) se asociaron a una o dos especies vegetales, a menudo de
6rdenes diferentes, sugiriendo la capacidad de alimentarse de
plantas altamente divergentes.

El analisis de las asociaciones entre insectos y plantas
(interacciones bitréficas) en cada una de las localidades estudiadas,
permitié una visién preliminar sobre la estructura de estas
interacciones. La distribucion de las interacciones y las medidas
descriptoras de redes troficas derivadas a partir de ellas mostraron
diferencias entre localidades, sugiriendo que algunas serfan mas
sensibles que otras frente a alteraciones del habitat con extincion
de plantas. Aparentemente, la Reserva Miraflores-Moropotente
serfa de las mas afectadas al poseer plantas que sustentan muchas
interacciones.

Conociendo la existencia de diferencias marcadas entre las
comunidades de crisomélidos estudiadas, asi como en la forma en
que se asociaban con plantas como potencial alimento, analizamos
si estas diferencias podian correlacionarse con algin factor que
pudiera explicarlas. Diferentes parametros geograficos (distancia),
ambientales  (clima) y  ecolégicos  (cobertura  arboérea,
evapotranspiracion, productividad, comunidad vegetal), se
transformaron en distancias, y se usaron métodos de correlacion
multiple para evaluar su capacidad explicativa de las diferencias
entre comunidades de insectos. De todas ellas, la composicion
floristica explicarfa mas del 92 % de la variacién respecto a las
diferencias en composicion de comunidades de crisomélidos, con
muy escasa contribucion del componente climatico.
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14.

15.

La elevada diversidad y singularidad local de las comunidades de
crisomélidos y sus asociaciones con las plantas, como principal
factor estructurador de esta diversidad, sugieren que propuestas de
conservacion que protegiesen las zonas de bosque con los niveles
mas altos de diferenciaciéon en su composiciéon floristica,
promoverian la conservaciéon de las comunidades unicas de
insectos herbivoros que habitan en estos fragmentos de bosque.

Por dltimo, este estudio ha representado un avance y una ayuda
muy significativos hacia el conocimiento y descripciéon de las
comunidades de Chrysomelidae y sus asociaciones troficas en el
bosque seco tropical estacional de Nicaragua, proveyendo de
informacién importante para abordar la actual crisis de
biodiversidad, especialmente critica en este bioma tan amenazado.
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Apéndice 1. Secuencias psbA-tmH de GenBank con problemas
taxonomicos, detectadas al utilizar el procesador de identificacion
automatico BAGpipe.

Numero Identificacion

.. Igual o similar a Referencia
Genbank taxonémica

Apiales: Apiales:
AJ536846  Griseliniaceae, prates: Clokie ez al. No publicado.
[ Araliaceae
Griselinia jodinifolia

Apiales:
AJ536848  Griseliniaceae,
Griselinia lucida

Apiales:

Araliaceac Clokie ez al. No publicado.

Apiales:
AJ536850  Griseliniaceae,
Griselinia ruscifolia

Brassicales: Brasicales:
AJ876565  Capparaceae, Crateva Cleomaceae, Sanchez-Acebo (2005)
tapia Cleome

Apiales:

Araliaceac Clokie ez al. No publicado.

Caryophyllales: .
AYS51584  Talinaceae, Talinum Caryophyllales: Butterworth & Wallace
. Cactaceae (2005)
paniculatum

Zingiberales: Zingiberales:
FJ871941  Musaceae, Ensete Musaceae, Musa ~ Ning et al. No publicado.
Glancum itinerans

Saxifragales: Malvales:
GU135416  Haloragaceae, Malva o8 Abbott ef al. No publicado.
Myriophyllum spicatum avaceac
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Saxifragales: Asterales:
HGB800575  Saxifragaceae, Asteraceae, Galimberti ez al. (2014)
Saxifraga vandellii Arnicinae, Arnica

Gentianales: Sapindales:
HQ415412  Rubiaceae, Lasianthus ~ Burseraceae, Pei et al. (2011)
chinensis Canarinm

Dipsacales: Cornales:
JNO047495  Adoxaceae, Viburnum  Cornaceae, Li ez al. (2011)
oylindricum Cornus

Malvales: Malvaceae, EZE:L?;C
JX856945  Sterculioideae, Papi]ionc;i deae Tripathi ez al. (2013)

Sterculia foetida

Dalbergicae

Malpighiales: Malpighiales:
KC667989  Achariaceae, Dasylepis  Salicaceae, Parmentier ez al. (2013)
blackii Samydeae

Lamiales:
Lammlle_s: Lamiaceae, Blgnomafeae, Muscarella & Erickson. No
KJ426594  Teucrioideae, Crescentiina, ublicado
Aegiphila martinicensis Tabebuia alliance, P ’
Handroanthus

Boraginales:
KJ426977  Heliotropiaceae,

Boraginales: Muscarella & Erickson. Sin
Cordiaceae verificacion. No publicado

Tournefortia filiflora
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Asterales:

Dipsacales: . . . .
KM258558  Caprifoliaceac, Astera;eae, ]1ang. Sin verificacién. No
. . . Asteroideae, publicado
Lonicera japonica A
stereae
DRI o izzzlceeszie iang. Sin verificacion. No
KM258559  Caprifoliaceae, . Jiang. Sin v :
. . . Asteroideae, publicado
Lonicera japonica
Astereae
. Asterales:
Dipsacales: Asteraceae Jiang. Sin verificacién. No
KM258560  Caprifoliaceae, Ceaes & :
. . . Asteroideae, publicado
Lonicera japonica A
stereae

Apiales:
KM895297  Pittosporaceae,
Pittosporum undulatum

Apiales: Apiineae,

Araliaceac Shapcott ez al. (2015)

Referencias citadas en la tabla:
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Kress, W.J., Erickson, D.L., Jones, F.A., Swenson, N.G., Perez, R., Sanjur, O., ¢/ /. (2009) Plant
DNA barcodes and a community phylogeny of a tropical forest dynamics plot in Panama.
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Apéndice II. Listado general de individuos de Cassidinae y Galerucinae utilizados en esta tesis. Para cada espécimen, se
especifica la localidad y fecha de captura, los genes amplificados y el resultado de inferencia de dieta basado en arboles
filogenéticos siguiendo un criterio estricto. Las morfoespecies con asterisco (*) no estan incluidas en los analisis de
delimitaciéon de especies ya que no se pudo obtener datos moleculares. Dietas con superindices diferencian los casos en que las
secuencias psbA-trnH fueron removidas de los analisis finales de asociaciones insecto-planta, segun los criterios mencionados

en el texto principal (apartado 4.5.3).

A. Cassidini

Subfamilia: Cassidinae

Morﬁ‘)espe Individ Especic Localidad Fecha Cox  psbA- Infere.ncla de
cie uo 1 trnH dieta
1 1554 Charidotella sexpunctata  Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena 14/07/2010 SI 1 Fabaceae
1 1562 Charidotella sexpunctata  Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena 8-9/07/2010  SI 2%
s . . . . Fabaceae
o Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192633519565153, - < ’
1 1566 Charidotella sexpunctata 86.33130818340169, 863m 01/04/2010 SI 3 Fabaceae,
Amaranthaceae
1 1616 Charidotella sexpunctata  Managua, Montelimar, Reserva Natura 08/10/2010 ST 1 Convolvulaceae
1 1619 Charidotella sexpunctata ~ Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.709023628774801, -85.9529001419169, 65m 07/11/2010 SI 0
1 1622 Charidotella sexpunctata  Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.704759923256267, -85.95157665021176, 64m 07/11/2010 SI 1 Convolvulaceae
1 1633 Charidotella sexpunctata  Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente 01/08/2010 NO 0
1 1648 Charidotella sexpunctata  Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui 01/08/2010 ST 0
1 1651 Charidotella sexpunctata  Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Saca de Agua 01/11/2010 ST 1 Cucurbitaceae
1 1662 Charidotella sexpunctata  Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor 01/09/2010 SI 2 Fabacez.ie,
Cucutbitaceae
1 1664 Charidotella sexpunctata  Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor 01/09/2010  NO 2 Fabacez‘ie,
Cucutbitaceae
1 1667 Charidotella sexpunctata  Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Vista 01/10/2010 ST 0
P . - N . .
1 1918 Charidotella sexcpunctata g;;emh, Paisaje Natural Protegido Miraflotes-Moropotente, 13.151100038514688, -86.32654924710731, 09/09/2011 S 0
PR . ™ N . .
1 1923 Charidotella sespunctata g;;emh, Paisaje Natural Protegido Miraflotes-Moropotente, 13.151100038514688, -86.32654924710731, 09/09/2011 S 0
1 1924 Charidotella sexpunctata  Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.1508376312092, -86.3299361274264, 931m 09/09/2011 SI 0
1 2243 Charidotella sexpunctata  Leon, Cerro Negro, 12.53166, -86.728055 27/01/2012 SI 1 Asteraceae
1 2246 Charidotella sexpunctata  Managua, Montelimar, Reserva Natura 01/10/2011 ST 0
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2248
2250
2285
2297
2299

2302

2337

2341

2488

2490

2492

2495

1588
1593
2491
1595
1546

1552
1569
1576
1577
1630
1640

1937

1985
2267

2339

2340
1539
1603
1612

Charidotella sexpunctata
Charidotella sexpunctata
Charidotella sexpunctata
Charidotella sexpunctata
Charidotella sexpunctata

Charidotella sexpunctata
Charidotella sexpunctata
Charidotella sexpunctata
Charidotella sexpunctata
Charidotella sexpunctata
Charidotella sp.
Charidotella sp.

Charidotella emarginata
Charidotella emarginata
Charidotella emarginata
Charidotella emarginata
Charidotella tuberculata

Charidotella tuberculata
Charidotella tuberculata
Charidotella tuberculata
Charidotella tuberculata
Charidotella tuberculata
Charidotella tuberculata

Charidotella tuberculata

Charidotella tuberculata
Charidotella tuberculata

Charidotella tuberculata

Charidotella tuberculata
Microctenochira
Microctenochira
Microctenochira

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.19598, -85.81191, 100m

Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m

Ledn, La Paz Centro, td to Geotérmica, btw rd and swamp, lagoon after Loma de Chistata, 12.43437, -
86.59300, 66m

Ledn, La Paz Centro, td to Geotérmica, btw rd and swamp, lagoon after Loma de Chistata, 12.43437, -
86.59300, 66m )

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 5km Esteli on brick rd to Yali, 13.11455, -
86.29964, 968m

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -
85.93333333333334, 50m

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela
Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Bartolo, 13.19875, -86.32527777777777,
993m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, La Palmita

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, La Palmita
Rivas, Sapod, Finca Guadalupe

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m

Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.221867163457599, -85.80353999089301, 96m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -
85.93333333333334, 50m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Leon, La Paz Centro, rd to Geotérmica, btw rd and swamp, lagoon after Loma de Chistata, 12.43437, -
86.59300, 66m

Leon, La Paz Centro, Laguna de Montegalan, 12.43891, -86.57033, 76m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

01/10/2011
21/01/2012
06/02/2012
10/02/2012
13/02/2012

01/02/2012
01/02/2012
30/01/2012

11/08/2011

16-
18/03/2012
16-
18/03/2012
16-
18/03/2012

01/06/2010

01/07/2010
16-
18/03/2012
01/07/2010
10-
12/07/2010
14/07/2010
21/09/2009
23/11/2009
15/09/2009
01/11/2010
01/08/2010

01/06/2011

01/02/2011
08/02/2012

01/02/2012

01/02/2012
01/05/2010
08/10/2010
09/10/2010

SI

SI

SI

SI

SI

SI

SI
SI
SI
NO
SI
SI
SI

SI
SI
NO

2%

3%

2%

1%

Merremia

Fabaceae
Convolvulaceae

Fabaceae

Convolvulaceae

Convolvulaceae

Fabaceae

Fabaceae

Convolvulaceae
Convolvulaceae

Ipomoea
Convolvulaceae
Convolvulaceae
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10
11

11

11

11

1614
1618
1938
1939
1984
2256
2298
2268

1550

1553
1560
1561

1585

1592
1599
1600
1643
1647

1649
2249
2313
1579
2280
1574
2273
2274

2281

2292
1986

1987

2279

2338

Microctenochira
Microctenochira
Microctenochira
Microctenochira
Microctenochira
Microctenochira
Microctenochira
Microctenochira

Microctenochira hectica

Microctenochira hectica
Microctenochira hectica
Microctenochira hectica

Microctenochira hectica

Microctenochira hectica
Microctenochira hectica
Microctenochira hectica
Microctenochira hectica
Microctenochira hectica

Microctenochira hectica
Microctenochira hectica
Microctenochira hectica

Microctenochira
bonvouloiri
Microctenochira
bonvouloiri
Microctenochira
bonvouloiri
Microctenochira
bonvouloiri

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86178, -86.51758, 53m

Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.19598, -85.81191, 100m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192570635226371, -
86.33146523331702, 852m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Bartolo, 13.198739120605543, -
86.32526543531621, 993m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Cerro La Campana, Los Cerritos, 13.15, -
86.31666666666666

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Los Charcos

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Cerro La Campana, Los Cerritos, 13.15, -
86.31666666666666

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, La Quinta

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Managua, Montelimar, Reserva Natura
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Ledn, La Paz Centro, td to Geotérmica, btw rd and swamp, lagoon after Loma de Chistata, 12.43437, -
86.59300, 66m

08/10/2010
09/10/2010
01/02/2011
01/02/2011
01/02/2011
23/01/2012
10/02/2012
08/02/2012

01/04/2010

14/07/2010
8-9/07/2010
8-9/07/2010

01/06/2010

01/07/2010
01/07/2010
01/07/2010
01/08/2010
01/08/2010

01/08/2010
01/10/2011
31/01/2012
15/09/2009
06/02/2012
21/09/2009
06/02/2012
06/02/2012

06/02/2012

09/02/2012
27/02/2011

27/02/2011
06/02/2012

01/02/2012

SI

SI
SI

SI

SI

SI

1%
0

[ERGNIN NI N

i

1%

Merremia
Convolvulaceae

Cucutbitaceae
Cucutbitaceae

Malvoideae
Convolvulaceae

Convolvulaceae

Convolvulaceae
Sicyoeae

Convolvulaceae

Convolvulaceae

Cucutbitaceae
Convolvulaceae,
Cucutbitaceae
Cucutbitaceae

Lamiaceae
Scrophulariaceae
Zingiberales
Zingiberales
Malvoideae,
Piper,
Cucutbitaceae
Amaranthaceae

Fabaceae



18

18
19
19
19
19

19

1605
1609
2260
2294
1555
1564
1929
1933
1578

2494

2289
2291
2493

2496

1558

1582
1601
1604
1608
1613
1623
1932
1990
1991
1992
2262

1565

2265
1545
1556
1586

1590
1930
1989

Tapinaspis wesmaeli

Charidotella opulenta
Charidotella opulenta

Agroiconota propingua

Agroiconota propingua
Agroiconota propingua
Agroiconota propingua
Agroiconota propingua
Agroiconota propingua
Agroiconota propingua
Agroiconota propingua
Agroiconota propingua
Agroiconota propingua
Agroiconota propingua
Agroiconota propingua

Charidotis anroguttata

Charidotis anroguttata
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus

Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.87659, -86.50341, 125m

Leon, Comunidad Rota, 12.51238, -86.73282, 285m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Ledn, Jardin Botanico, 12.433857622191363, -86.9146500292148, 52m

Ledn, Jardin Botanico, 12.433242414966534, -86.91377612232554, 50m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela
Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.704759923256267, -85.95157665021176, 64m
Ledn, Jardin Botéanico, 12.433377884986196, -86.91322400939717, 56m

Ledn, Jardin Botanico, 12.433431998671493, -86.91277313560317, 53m

Ledn, Jardin Botanico, 12.433431998671493, -86.91277313560317, 53m

Ledn, Jardin Botanico, 12.433377884986196, -86.91322400939717, 56m
Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86111111111111, -86.51

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.189155041938417, -
86.32543937640558, 911m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m
Rivas, Sapod, Finca Guadalupe

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Bartolo, 13.198739120605543, -
86.32526543531621, 993m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Don Avelino Rodriguez

Ledn, Jardin Botanico, 12.433377884986196, -86.91322400939717, 56m

Ledn, Jardin Botanico, 12.433414776175365, -86.91549667856071, 53m

08/10/2010
08/10/2010
22/01/2012
27/01/2012
14/07/2010
8-9/07/2010
10/08/2011
04/08/2011
15/09/2009
16-
18/03/2012

09/02/2012

09/02/2012
16-
18/03/2012
16-
18/03/2012

14/07/2010

15/09/2009
09/10/2010
08/10/2010
08/10/2010
09/10/2010
07/11/2010
03/08/2011
02/08/2011
02/08/2011
03/08/2011
24/11/2011

01/03/2010

08/02/2012
10-
12/07/2010
14/07/2010

01/06/2010

01/05/2010
03/08/2011
05/03/2011

SI
SI
SI

SI

NO

SI
SI
SI
NO
SI

NO

i
i
i

0

Lonchocarpus
Asteraceae
Asteraceae
Heliantheae
Heliantheae

Fabaceae
Acanthaceae,

Fabaceae

Rubiaceae,
Guatacum

Cestrum, Vitaceae,
Boraginales

Convolvulaceae

Convolvulaceae

Cestrum,
Scrophulariaceae,
Amaranthaceae
Zingiberales

Boraginales
Boraginales



Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus

Ischnocodia annulus

Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus

Ischnocodia annulus

Coptocycla dorsoplagiata

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86178, -86.51758, 53m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86178, -86.51758, 53m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86178, -86.51758, 53m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86178, -86.51758, 53m

Leon, Comunidad Rota, 12.51238, -86.73282, 285m

Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m

Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m

Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192570635226371, -

86.33146523331702, 852m
Managua, Montelimar, Reserva Natura, 156m

23/01/2012
23/01/2012
23/01/2012
23/01/2012
27/01/2012
13/02/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012

31/01/2012

31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
31/01/2012

01/04/2010
22/01/2012

Pentapetalae

Myrtaceae
Rubiaceae
Malvoideae
Rubiaceae
Rubiaceae
Rubiaceae

Malvoideae

Rubiaceae
Rubiaceae

Rubiaceae
Rubiaceae

Boraginales
Malvoideae
Malvoideae,
Cinchonoideae
Cinchonoideae

Cinchonoideae

Rubiaceae



20
20
21
22
22
22
22
22
22

22

22
22
22

23

23

24

24

24
24
24
24

24

24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24
24

24
24

2486
2487
2472
1541
1620
2257
2259
2264
2278

2287

2290
2296
2300

1658

2480

1587

2403

2408
2411
2412
2413

2414

2415
2416
2417
2418
2467
2468
2471
2473
2474
2475
2476
2477

2483
2484

Coptocycla dorsoplagiata
Coptocycla dorsoplagiata
Coptocycla leprosa

Omocerus
caernleopunctatus
Omocerus
caernleopunctatns

Physonota alutacea

Physonota alutacea

Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea

Physonota alutacea

Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea

Physonota alutacea

Physonota alutacea

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 91m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 53m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70327040059114, -85.95224285055114, 63m
Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86178, -86.51758, 53m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.87659, -86.50341, 125m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m
Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.19598, -85.81191, 100m
Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.706486665924345, -85.95396481028051, 111m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18938281788044, -85.68391854160579, 180m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Bartolo, 13.198739120605543, -
86.32526543531621, 993m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Los Charcos
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Los Charcos
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Los Charcos

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Cerro La Campana, Los Cerritos, 13.15, -

86.31666666666666

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isidrillo

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isidrillo

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isidrillo

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Saca de Agua

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Vista

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Vista

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.709023628774801, -85.9529001419169, 65m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -
85.93333333333334, 50m

Leon, Jardin Botanico

21/01/2012
23/01/2012
01/10/2010
01/05/2010
07/11/2010
23/01/2012
22/01/2012
08/02/2012
06/02/2012

07/02/2012

09/02/2012
10/02/2012
13/02/2012

07/11/2010
12/03/2011
01/06/2010

01/05/2010

01/06/2010
01/07/2010
01/07/2010
01/07/2010

01/07/2010

01/08/2010
01/08/2010
01/08/2010
01/09/2010
01/09/2010
01/09/2010
01/10/2010
09/10/2010
01/10/2010
01/10/2010
01/10/2010
07/11/2010

01/06/2011
01/01/2011

NO

Boraginales
Celtis, asterids

Zingiberales
Zingiberales
Zingiberales
Zingiberales
Fabaceae,
Fabaceae
Malvoideae
Maclura tinctoria
Simaroubaceae

Cordia

Cordia

Boraginales,
Fabaceae

Boraginales

Boraginales

Boraginales
Boraginales

Boraginales
Boraginales



26

26

26
26

26
26

3446
3447
3448
3449
3450
3451
3452
3453
3454
3455
3456
3457
3458
3459
3460
3461
3462
3463
3465
3466
3467
3468
3479
3481
3482
3483
3484
3485
3486

2402
2469
2404

2405

2406

2407
2409

2482
3480

Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea

Physonota sp.
Physonota sp.

Physonota gigantea
Physonota gigantea

Physonota gigantea

Physonota gigantea
Physonota gigantea

Physonota gigantea

Physonota gigantea

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isidrillo

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Los Charcos

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Vista

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Vista

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Vista

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Vista

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Vista

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Bartolo, 13.198739120605543, -
86.32526543531621, 993m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflotes-Moropotente, Finca Bartolo, 13.198739120605543, -
86.32526543531621, 993m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Bartolo, 13.198739120605543, -
86.32526543531621, 993m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -
85.93333333333334, 50m

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas

10/10/2010
01/08/2010
01/07/2010
01/10/2010
01/10/2010
01/10/2010
01/10/2010
01/10/2010
01/09/2010
01/09/2010
01/09/2010
01/09/2010
01/09/2010
01/09/2010
01/09/2010
09/10/2010
01/06/2010
01/06/2010
01/06/2011
01/06/2011
01/10/2010
01/10/2010
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/10/2010
01/10/2010
01/10/2010

01/05/2010
01/09/2010
01/06/2010

01/06/2010

01/06/2010

01/06/2010
8-9/07/2010

01/06/2011
01/06/2011

NO

SI

SI
SI

SI
NO

SR

e e e N e e e e e e e e e e e e e s e s O

[ )

Burseraceae
Boraginales
Boraginales

Boraginales
Boraginales
Boraginales
Boraginales
Boraginales
Boraginales
Boraginales
Boraginales
Boraginales
Boraginales
Boraginales
Boraginales
Boraginales
Boraginales
Cordia
Boraginales
Boraginales
Boraginales
Cordia, Cordia
Cordia
Boraginales
Boraginales
Boraginales
Lonchocarpus
Boraginales
Amaranthaceae,
Fabaceae
Ehretiaceae

Malvaceae

Sapindaceae,
Fabaceae

Cordia
Cordia

Cordia, Rubiaceae



27

27
27
27
27
27

27

27

27
27
27
27
27

28

28

28

28

1548

1551
1591
1644
1650
1663

1922

1936

2242
2251
2295
2470
1645

1570

1581

2272

2275

2283

2410
2478

2481

2269
2282

1935

3464
1573
2263
2271
2276
2284
2288
1988
1547

Chelymorpha gressoria

Chelymorpha gressoria
Chelymorpha gressoria
Chelymorpha gressoria
Chelymorpha gressoria
Chelymorpha gressoria

Chelymorpha gressoria

Chelymorpha gressoria

Chelymorpha gressoria
Chelymorpha gressoria
Chelymorpha gressoria
Chelymorpha gressoria
Chelymorpha gressoria
Chelymorpha
testaceomarginata
Chelymorpha
testaceomarginata
Chelymorpha
testaceomarginata
Chelymorpha
testaceomarginata
Chelymorpha
testaceomarginata
Dorynota insidiosa
Dorynota insidiosa

Dorynota insidiosa

Physonota attennata

Physonota attennata
Spacthiella marginata
Spacthiella marginata
Spacthiella marginata
Spacthiella marginata
Spacthiella marginata
Spacthiella marginata
Spacthiella marginata

Deloyala fuliginosa

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192570635226371, -
86.33146523331702, 852m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Los Charcos

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Empalme

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.151100038514688, -86.32654924710731,
978m

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -
85.93333333333334, 50m

Ledn, Cerro Negro, 12.53166, -86.728055

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Saca de Agua

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m
Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -
85.93333333333334, 50m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -
85.93333333333334, 50m

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.185123063261535, -85.669359314085, 152m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe

01/04/2010

14/07/2010
01/07/2010
01/08/2010
01/08/2010
01/09/2010

09/09/2011

01/06/2011

27/01/2012
21/01/2012
29/01/2012
01/10/2010
01/08/2010

21/09/2009
15/09/2009
06/02/2012
06/02/2012

06/02/2012

8-9/07/2010
07/11/2010

01/06/2011

08/02/2012
06/02/2012

01/06/2011

01/06/2011
21/09/2009
08/02/2012
06/02/2012
06/02/2012
06/02/2012
09/02/2012
12/03/2011
10-

NO

SI
SI
NO
SI
SI

SI

SI

SI
SI

SI
NO

SI

SI

SI

SI

Convolvulaceae

Asteraceae

Convolvulaceae
Convolvulaceae
Convolvulaceae

Fabaceae

Rubiaceae

Tabebuia alliance
Cordia

Cordia
Juglandaceae
Malvaceae

Malvoideae

Convolvulaceae



1559
1568

1580
1602

1606
1607
1610

1611
1615
1617
1621
1642

1646

1652
1931
2244
2245
2247
2258
2261

2489

2266

2277

2286
1563
1571
1589
1594
1598
1926
1993
1540
1557
1583
1597

Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa
Delgyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa

Helocassis clavata
Helocassis clavata
Helocassis clavata
Helocassis clavata
Helocassis clavata
Helocassis clavata
Helocassis clavata
Parorectis rugosa
Parorectis rugosa
Parorectis rugosa
Parorectis rugosa

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura
Managua, Montelimar, Reserva Natura
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.704759923256267, -85.95157665021176, 64m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Ledn, Jardin Botanico, 12.433857622191363, -86.9146500292148, 52m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86178, -86.51758, 53m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.87727, -86.49295, 156m

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -
85.93333333333334, 50m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Don Avelino Rodriguez

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, La Palmita

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Los Charcos

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.1508376312092, -86.3299361274264, 931m
Ledn, Jardin Botanico, 12.433378160793, -86.91408891626287, 52m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Cerro La Campana, Los Cerritos, 13.15, -

12/07/2010
6-7/07/2010

15/09/2009

15/09/2009
09/10/2010

08/10/2010
09/10/2010
08/10/2010

09/10/2010
08/10/2010
10/10/2010
07/11/2010
01/08/2010

01/08/2010

01/09/2010
10/08/2011
01/10/2011
01/10/2011
01/10/2011
23/01/2012
22/01/2012

11/08/2011
08/02/2012

06/02/2012

06/02/2012
8-9/07/2010
21/09/2009
01/05/2010
01/07/2010
01/07/2010
09/09/2011
13/08/2011
01/05/2010
14/07/2010
01/10/2009
01/07/2010

SI
SI
NO

Fabaceae,
Cucutbitaceae

Fabaceae
Fabaceae,
Fabaceae

Fabaceae,
Fabaceae

Fabaceae

Mimosa, Fabaceae
Convolvulaceae
Fabaceae
Convolvulaceae,
Cucutbitaceae

Fabaceae
Convolvulaceae

Zingiberales

Convolvulaceae

Zingiberales,
Malvaceae
Zingiberales,
Malvaceae

Vitaceae
Solanaceae
Solanum
Solanaceae

Solanaceae
Physalis



86.31666666666666

65 1632 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Saca de Agua 01/11/2010 ST 2% Solanaceae
65 1634 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui 01/08/2010 ST 0
65 1635 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui 01/08/2010 ST 1 Physalis
65 1636 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui 01/08/2010 ST 1 Physalis
65 1637 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui 01/08/2010 ST 1 Physalis
65 1638 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui 01/08/2010 ST 1 Physalis
65 1639 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui 01/08/2010 ST 1 Physalis
65 1641 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui 01/08/2010 NO 1*
65 1653 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor 01/09/2010 SI 0
65 1654 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor 01/09/2010 SI 1 Physalis
65 1655 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor 01/09/2010 SI 1 Physalis
65 1659 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor 01/09/2010 SI 1 Physalis
65 1660 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor 01/09/2010 ST 0
65 1661 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor 01/09/2010 ST 1 Physalis
65 1665 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Saca de Agua 01/10/2010 ST 1 Physalis
65 1668 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Saca de Agua 01/10/2010 ST 0
65 1669 Parorectis rugosa Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Saca de Agua 01/10/2010 ST 2% Solanaceae
65 1919 Parorects rugosa g;;emh, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.151100038514688, -86.32654924710731, 09/09/2011 S 1 Physalis
65 1921 Parorectis rugosa ?;Ie()li;lpmsa]e Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.159694595899516, -86.31462305291316, 10/09/2011 S 1 Physaiis
Cestrum,
66 1572 Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m 21/09/2009 SI 2 Stachytarpheta
Jamaicensis
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Cerro La Campana, Los Cerritos, 13.15, - <
66 1596 86.31666666666666 01/07/2010  SI 0
66 1631 Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflotes-Moropotente 01/11/2010 SI 2 Cestrurm,
Convolvulaceae
66 1666 Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Saca de Agua 01/10/2010 SI 2 Fabacez‘ie,
? ? Cucurbitaceae
*67 1567 Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 NO 0
larva 1656 Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila 01/05/2010 SI 1 Boraginales
larva 1657 Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m 01/10/2009 NO 1 Cordia
B. Hispini
Morfoeespecl Indl:ldu Especie Localidad Fecha C;x psbA- Inferencia de dieta
31 2017 Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m 21/09/2009 SI
31 2030 Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 NO Poaceae
31 2212 Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.702800448541392, -85.95230884339341, 68m 07/11/2010 SI Poaceae



31
31

31

32
33
33

33

w
b

A XX GG T GGG GGG GGG n

=
pe]

O 0o % ® » » X PP

IS
S

TN
furgii

2499

2001
2009
2016
2027
2128
2228
2232
2235
2236
2239
2240
2373
2375
2387
2233
2237
2002

1997

2369
2010
2011
2023
2028
2238
2342
2377
2022
2395

2502

2005
2007

Chalepus bellulns
Chalepus bellulns
Chalepus bellulus
Chalepus bellulns
Chalepus bellulns
Chalepus bellulus
Chalepus bellulns

Platocthispa championi

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.704759923256267, -85.95157665021176, 64m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.1508376312092, -86.3299361274264, 931m

Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m
Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.222370828839932, -85.55587377793717, 132m
Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.222370828839932, -85.55587377793717, 132m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18441909056598, -85.6575038815039 163m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Leon, rd Comarca La Fuente-Momotombo, 12.44766, -86.62160, 97m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.22584863309297, -85.55524289383956, 111m
Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.222370828839932, -85.55587377793717, 132m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.221867163457599, -85.80353999089301, 96m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18441909056598, -85.6575038815039 163m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.221867163457599, -85.80353999089301, 96m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.189155041938417, -86.32543937640558,

911m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

07/11/2010
31/01/2012
16-
18/03/2012
01/06/2011
09/09/2011
31/01/2012
16-
18/03/2012
16-
18/03/2012
14/07/2010
15/09/2009
21/09/2009
15/09/2009
01/10/2009
01/02/2011
01/02/2011
11/03/2011
11/03/2011
12/03/2011
12/03/2011
07/02/2012
09/02/2012
26/01/2012
11/03/2011
11/03/2011
14/07/2010
10-
12/07/2010
08/02/2012
15/09/2009
15/09/2009
23/11/2009
15/09/2009
12/03/2011
21/01/2012
09/02/2012
23/11/2009
31/01/2012
16-
18/03/2012
01/03/2010

01/03/2010

SI
SI

SI

SI
SI
SI

SI

Poaceae

Poaceae, Sicyoeae

Malvoideae, Guaiacum

Solanaceae, Rubiaceae

Fabaceae
Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae

Mimosa, Fabaceae
Fabaceae

Fabaceae

Senna

Senna
Poaceae
Poaceae

Poaceae

Poaceae

Poaceae

Salicaceae

Malvaceae

Malvoideae



2127
2345
2348
2371
2374
2379
2390
2349
2025
2026
2014
2018
2207
2365
2401
2220
2229
2378
2388
2381

2498

2029
2134
2136
2210
2211
2214
2344
2350
2383
2386
2004
2006

2008

2012
2015
2024
2031
2132
2133
2137

Apnisostena pilatei
Sumitrosis distinctus
Sumitrosis distinctus
Sumitrosis pallecens
Sumitrosis pallecens
Sumitrosis pallecens
Sumitrosis pallecens
Sumitrosis pallecens

Octhispa elevata
Octhispa elevata
Octhispa elevata
Octhispa elevata

Brachycoryna pumila
Brachycoryna pumila
Brachycoryna pumila
Brachycoryna pumila
Brachycoryna pumila
Brachycoryna pumila
Brachycoryna pumila
Brachycoryna pumila
Brachycoryna pumila
Brachycoryna pumila
Heterispa vinula

Heterispa vinula
Heterispa vinula

Heterispa vinula
Heterispa vinula
Heterispa vinula
Heterispa vinula
Heterispa vinula
Heterispa vinula

Heterispa vinula

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m
Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86178, -86.51758, 53m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.87727, -86.49295, 156m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m
Leon, Salinas Grandes, Reserva Natural Isla de Juan Venado, 12.27217, -86.88130, 36m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Chinandega, Cerro Casitas, 12.641111, -86.99111111

Chinandega, Reserva Natural San Cristobal - Casita, Apastate, 12.64427, -86.99152, 348m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.151100038514688, -86.32654924710731, 978m
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m
Leén, Comunidad Rota, 12.51238, -86.73282, 285m

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.704759923256267, -85.95157665021176, 64m
Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Leo6n, Charcon, Puente Palermo, 12.39081, -86.98938, 35m

Leon, entre Comarca de La Fuente y Momotombo, 12.51445, -86.60286, 113m
Leon, Comunidad Rota, 12.52670, -86.73326, 281m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.189155041938417, -86.32543937640558,

911m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m

Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.221867163457599, -85.80353999089301, 96m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

01/10/2009
23/01/2012
22/01/2012
06/02/2012
07/02/2012
09/02/2012
13/02/2012
24/01/2012
15/09/2009
15/09/2009
15/09/2009
21/09/2009
09/10/2010
13/01/2012
03/02/2012
09/09/2011
01/02/2011
09/02/2012
13/02/2012
27/01/2012
16-
18/03/2012
15/09/2009
09/10/2010
08/10/2010
08/10/2010
08/10/2010
07/11/2010
21/01/2012
20/01/2012
26/01/2012
27/01/2012
14/07/2010
01/03/2010

01/03/2010

15/09/2009
21/09/2009
23/11/2009
15/09/2009
10/10/2010
09/10/2010
09/10/2010

oo oo

Malvaceae
Malvoideae

Malvaceae

Malvaceae

Fabaceae

Delilia biflora

Fabaceae
Sapindaceae

Sapindaceae

Cucurbitaceae
Lamiaceae
Malvaceae

Sida

Malvaceae
Malvoideae

Malvaceae
Sida

Malvaceae

Malvaceae



49
49
49
49
49
49
49
49
49
49
49
49
49

50

50
50
50
50
50
50
50
50

51

51
51
51
51
51

52

53
54
54
54
54

56
57
57
58
[}
[}

2209
2217
2218
2225
2226
2227
2231
2343
2346
2370
2372
2384
2389

1999

2126
2130
2135
2208
2222
2230
2347
2400

1998

2013
2219
2394
2397
2234

2382

2497
2391
2392
2398
2399
2368
2380
2367
2376
2270
2003
2241

Heterispa vinula
Heterispa vinula
Heterispa vinula
Heterispa vinula
Heterispa vinula
Heterispa vinula
Heterispa vinula
Heterispa vinula
Heterispa vinula
Heterispa vinula
Heterispa vinula
Heterispa vinula

Heterispa vinula
Microrhopala perforata

Microrhopala perforata
Microrhopala perforata
Microrhopala perforata
Microrhopala perforata
Microrhopala perforata
Microrhopala perforata
Microrhopala perforata
Microrhopala perforata

Pentispa clarkella

Pentispa clarkella
Pentispa clarkella
Pentispa clarkella
Pentispa clarkella
Pentispa clarkella

Euprionota aterrima

Cephaloleia puncticollis
Cephaloleia trivittata
Cephaloleia belti
Cephaloleia belti
Dmatidinm thoracicum
Sceloenopla ampliata

Sceloenopla ampliata

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.151100038514688, -86.32654924710731, 978m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.1508376312092, -86.3299361274264, 931m
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86178, -86.51758, 53m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Las Palmitas, 13.19167, -86.32423, 931m
Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Leon, Jardin Botanico, 12.433857622191363, -86.9146500292148, 52m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.87727, -86.49295, 156m

Chinandega, Reserva Natural San Cristobal - Casita, Apastate, 12.64427, -86.99152, 348m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.190078307697604, -86.32925726757742, 988m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m

Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.222370828839932, -85.55587377793717, 132m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m

Masaya, Masatepe, Cruz Negra, 11.916666666666666, -86.16666666666667, 320m

Ledn, La Paz Centro, Laguna de Montegalan, 12.43891, -86.57033, 76m

Leon, La Paz Centro, rd to Geotérmica, btw rd and swamp, lagoon after Loma de Chistata, 12.43437, -86.59300, 66m
Leon, La Paz Centro, rd to Geotérmica, btw rd and swamp, lagoon after Loma de Chistata, 12.43437, -86.59300, 66m
Ledn, La Paz Centro, Laguna de Montegalan, 12.43891, -86.57033, 76m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe

08/10/2010
09/09/2011
09/09/2011
01/02/2011
01/02/2011
01/02/2011
01/02/2011
21/01/2012
23/01/2012
06/02/2012
06/02/2012
29/01/2012
13/02/2012
10-
12/07/2010
15/09/2009
01/07/2010
08/10/2010
08/10/2010
10/08/2011
01/02/2011
22/01/2012
03/02/2012
10-
12/07/2010
15/09/2009
11/09/2011
31/01/2012
31/01/2012
11/03/2011

29/01/2012

15/04/2012
01/02/2012
01/02/2012
01/02/2012
01/02/2012
08/02/2012
09/02/2012
08/02/2012
09/02/2012
08/02/2012
14/07/2010
12/03/2011

SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI

SI

SI
NO
SI
SI
SI
SI
SI
SI

SI

SI
SI
SI
SI
NO
SI

SI
NO
SI
NO
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI

[ I

Malvaceae, Malvaceae
Malvaceae, Sida

Malvaceae

Malvaceae
Malvaceae

Malvaceae

Malvoideae

Boraginales

Heliantheae

Asteraceae

Heliantheae
Heliantheae

Heliantheae
Heliantheae
Asteraceae,
Cucurbitaceae
Liabeae, Rubiaceae

Boraginales
Cordia

Cucurbitaceae
Cucurbitaceae
Cucurbitaceae
Zingiberales, Malvaceae
Dilleniaceae

Dilleniaceae



Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192741541339439, -86.33112332613098,

*68 2000 01/04/2010 NO 0
860m
69 2366 Xenochalepns Chinandega, Cerro Casitas, 12.64427, -86.99152 13/01/2012 NO 1 Cucurbitaceae
rufithorax:
Subfamilia: Galerucinae
C. Alticini
Morfoespecie  Individuo Especie Localidad Fecha Cox1  psbA-trmH Inferencia de dieta
1 1080 Walterianella venustnla Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333, 150m 20/07/2010 SI 0
1 1090 Walterianella venustnla Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333, 150m 20/07/2010 SI 0
1 1119 Walterianella venustula Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m 01/10/2009 SI 1 Lamiaceae
1 1132 Walterianella venustnla Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m 01/10/2009 SI 1 Cordia
1 1156 Walterianella venustula Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena 14/07/2010 SI 2% Lamiaceae
1 1178 Walterianella venustula Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m 21/09/2009 SI 1 ‘Tabebuia alliance
1 1193 Walterianella venustula Managua, Montelimar, Reserva Natura 09/10/2010 SI 1 Lantaneae
1 1194 Walterianella venustula Managua, Montelimar, Reserva Natura 08/10/2010 SI 0
1 1240 Walterianella venustula Managua, Montelimar, Reserva Natura 09/10/2010 SI 1 Lantaneae
1 1257 Walterianella venustula Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.709023628774801, -85.9529001419169, 65m 07/11/2010 SI 0
1 1262 Walterianella venustula Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila 07/11/2010 SI 0
1 1426 Walterianella venustula Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza 01/08/2010 SI 1 Scrophulariaceae
1 1432 Walterianella venustula Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor 01/09/2010 SI 0
1 1806 Walterianella venustula Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.188456405222869, -86.32452771889574, 971m 11/09/2011 SI 1 Bignoniaceae
1 1811 Walterianella venustula Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.188456405222869, -86.32452771889574, 971m 11/09/2011 SI 1 Bignoniaceae
1 1819 Walterianella venustula Leon, Jardin Botanico, 12.433378160793, -86.91408891626287, 52m 13/08/2011 SI 2% ‘Tabebuia alliance
1 1820 Walterianella venustula Leon, Jardin Botanico, 12.433378160793, -86.91408891626287, 52m 13/08/2011 SI 1 Lantaneae
1 1823 Walterianella venustula Leon, Jardin Botanico, 12.433242414966534, -86.91377612232554, 50m 04/08/2011 SI 1 Verbenaceae
1 1824 Walterianella venustnla Leon, Jardin Botanico, 12.433378160793, -86.91408891626287, 52m 13/08/2011 SI 1 Ruellia
1 1917 Leon, Jardin Botanico, 12.433378160793, -86.91408891626287, 52m 13/08/2011 SI 0
1 2515 Managua, Montelimar, Reserva Natura, refuge (light), 11.86753, -86.51403 22/01/2012 SI 0
1 2667 Walterianella venustula Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m 13/02/2012 SI 1*
1 2791 Walterianella venustula Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Las Palmitas, 13.19167, -86.32423, 931m 29/01/2012 SI 2%
1 3416 Walterianella venustula Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333, 150m 20/07/2010 SI 1 Lamiales
1 3417 Walterianella venustula Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333, 150m 20/07/2010 SI 1 Lamiales
1 3418 Walterianella venustula Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m 21/09/2009 SI 1 Rosales
1 3419 Walterianella venustula Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m 01/10/2009 SI 2% Lamiales
1 3421 Walterianella venustula Managua, Montelimar, Reserva Natura 09/10/2010 SI 1 ‘Tabebuia alliance
1 3422 Walterianella venustula Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza 01/08/2010 SI 3* Lamiales
1 3526 Walterianella venustula Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333, 150m 20/07/2010 SI 1 Lamiales
1 3527 Walterianella venustula Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333, 150m 20/07/2010 SI 1 Lamiales
1 3528 Walterianella venustnla Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333, 150m 20/07/2010 SI 0
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Walterianella venustnla
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Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
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Walterianella venustula
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Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustnla
Walterianella venustnla
Walterianella venustula
Walterianella venustula

Walterianella venustula

Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.98.
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.98.
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.98.
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.98.
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
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Masaya, Las Flores, 11.98.
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Masaya, Las Flores, 11.98.
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.98.
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.98.
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.98.
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.98.
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.98.
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333,

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza
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09/10/2010
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Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales, Cordia
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales

Lamiales

Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales

Lamiales

Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lantanecae

Scrophulariaceae
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1077
1079
1083
1109
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1126
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1137
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Walterianella venustnla
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustnla
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella exocosta
Walterianella exocosta
Walterianella exocosta
Walterianella exocosta
Walterianella exocosta
Walterianella exocosta
Walterianella tenuicincta
Walterianella tenuicincta
Walterianella oculeta
Walterianella oculeta
Walterianella oculeta
Walterianella oculeta
Walterianella oculeta
Walterianella sublineata
Walterianella signata?
Walterianella signata?
Walterianella signata?
Walterianella signata?
Walterianella signata?
Walterianella humeralis
Alagoasa longnttata
Alagoasa longuttata
Alagoasa longnttata
Alagoasa longnttata
Alagoasa longuttata
Alagoasa longnttata
Alagoasa longuttata
Alagoasa longuttata
Alagoasa longnttata
Alagoasa longuttata

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza

Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m
Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m
Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Leon, Comunidad Rota, 12.51238, -86.73282, 285m

Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, - 361792833926, 55m
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, - 361792833926, 55m
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m
Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m

Leo6n, Charcon, Puente Palermo, 12.39081, -86.98938, 35m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Cerro La Campana, Los Cerritos, 13.15, -86.31666666666666

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Don Avelino Rodriguez
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Los Charcos

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

01/08/2010
01/08/2010
01/08/2010
01/08/2010
01/08/2010
01/08/2010
01/08/2010
01/08/2010
01/08/2010
01/08/2010
13/02/2012
13/02/2012
13/02/2012
07/11/2010
27/01/2012
31/01/2012
01/10/2009
01/10/2009
01/10/2009
06/02/2012
29/01/2012
14/07/2010
15/09/2009
08/02/2012
07/02/2012
09/02/2012
31/01/2012
07/11/2010
01/06/2011
20/01/2012
31/01/2012
31/01/2012
06/02/2012
01/05/2010
01/05/2010
01/05/2010
01/07/2010
01/07/2010
01/05/2010
01/07/2010
01/07/2010
01/05/2010
01/05/2010

N -
*

SR S I R R - =

_ [N - — [N _ e b
o o5 o o o 3

—_
*

o= =k o~

Scrophulariaceae
Scrophulariaceae
Scrophulariaceae
Scrophulariaceae
Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae
Scrophulariaceae
Scrophulariaceae

Moraceae

Rubiaceae, Guaiacun

Bignoniaceae

Tabebuia alliance

Tabebuia alliance

Bignoniaceae

Bignoniaceae

Rubiaceae

Rubiaceae

Rubiaceae
Aphelandra
Bignoniaceae
Bignoniaceae

Bignoniaceae

Lantana

Verbenaceae
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1800
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2698
2700
3414
3415
3587
3589
1078
1125
1131
1142
1845
1149
2558
1082
1104
1108
1851
2531
2666
2672
2703
3412
3413
3588
3590
3591
3592
3593
3594
3595

3596

3597
3598
3599

Alagoasa longnttata
Alagoasa longuttata
Alagoasa longuttata
Alagoasa longnttata
Alagoasa longuttata
Alagoasa longuttata
Alagoasa longnttata
Alagoasa longuttata
Alagoasa longuttata
Alagoasa longnttata
Alagoasa longuttata
Alagoasa longnttata
Alagoasa longnttata
Alagoasa longuttata
Alagoasa sp.
Alagoasa sp.
Alagoasa sp.
Alagoasa sp.
Alagoasa sp.

Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata

Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata

Omophoita octomaculata
Omophoita octomaculata

Omophoita octomaculata

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192741541339439, -86.33112332613098, 860m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, La Quinta

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.190078307697604, -86.32925726757742, 988m

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Los Charcos

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Cerro La Campana, Los Cerritos, 13.15, -86.31666666666666
Masaya, Las Flores, 11.983333333333333, -86.03333333333333, 150m

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Rivas, Sapod, Finca Guadalupe

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura, refuge (light), 11.86753, -86.51403

Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.23898, -86.32987, 882m
Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m
Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m
Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m
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10-12/07/2010

09/02/2012
15/09/2009
15/09/2009
01/10/2009
01/02/2011
22/01/2012
13/02/2012
30/01/2012

16-18/03/2012

15/09/2009
15/09/2009
01/05/2010
15/09/2009
15/09/2009
15/09/2009
15/09/2009
15/09/2009
15/09/2009

15/09/2009

15/09/2009
15/09/2009
15/09/2009

%]
<1

%]
<1

Verbenaceae

Lantaneae
Verbenaceae
Bignoniaceae

Verbenaceae

Lantanecae

Lantaneae

Lantana

Lamiales
Lantanecae

Verbenaceae

Stachytarpheta jamaicensis

Guaiacum
Leonotis
Guaiacum

Stachytarpheta jamaicensis

Stachytarpheta jamaicensis
Stachytarpheta jamaicensis
Stachytarpheta jamaicensis
Stachytarpheta jamaicensis
Stachytarpheta jamaicensis
Stachytarpheta jamaicensis
Stachytarpheta jamaicensis
Asteraceae,

Stachytarpheta jamaicensis
Stachytarpheta jamaicensis

Stachytarpheta jamaicensis



3600
3601
3602
3603
3604
3605
3606
3607
3608
3609
3610
3611
3612
3613
3614
3615
1416
2503
2521
2535
1111
1423
1428
1431
2702
1155
1180
1153
2560
1418
1424
1799
1130
1191
1914
1915
2513
1176
1358
2697
2699

1805

Omuophoita octomacnlata
Omophoita octomacnlata
Omuophoita octomacnlata
Omophoita octomacnlata
Omophoita octomacnlata
Omuophoita octomacnlata
Omophoita octomacnlata
Omophoita octomacnlata
Omuophoita octomacnlata
Omophoita octomacnlata
Omophoita octomacnlata
Omophoita octomacnlata
Omophoita octomacnlata
Omophoita octomacnlata
Omophoita octomacnlata
Omophoita octomacnlata
Omophoita sp. 1
Omophoita sp. 1
Omophoita sp. 1
Omophoita sp. 1

Omophoita sp. 2
Omophoita sp. 2

Disonycha sp. 1
Disonycha sp. 1
Disonycha sp. 1
Disonycha sp. 2
Disonycha sp. 2
Disonycha sp. 2
Disonycha sp. 2
Disonycha sp. 2
Disonycha sp. 3
Disonycha sp. 3
Disonycha sp. 3
Disonycha sp. 3

Disonycha sp. 4

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 5
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.23898, -86.32987, 882m

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

5m

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, El Tunal

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.866388888888888, -86.51416666666667
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Cerro La Campana, Los Cerritos, 13.15, -86.31666666666666
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Empalme

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Empalme

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Chilamatillo, 13.185972222222222, -86.28916666666666, 1262m
Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, La Quinta

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.151100038514688, -86.32654924710731, 978m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Cerro La Campana, Los Cerritos, 13.15, -86.31666666666666
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Bartolo, 13.198739120605543, -86.32526543531621, 993m
Leon, Jardin Botanico, 12.433468856091176, -86.91492619032256, 46m

Leon, Jardin Botanico, 12.433260997613685, -86.91534951009972, 51m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.192000071539937, -86.32422268881433, 990m

15/09/2009
15/09/2009
15/09/2009
15/09/2009
15/09/2009
15/09/2009
15/09/2009
15/09/2009
15/09/2009
01/10/2009
01/10/2009
01/02/2011
30/01/2012
16-18/03/2012
16-18/03/2012
16-18/03/2012
01/08/2010
02/10/2011
21/01/2012
21/01/2012
01/07/2010
01/08/2010
01/08/2010
01/11/2010
16-18/03/2012
14/07/2010
21/09/2009
14/07/2010
09/02/2012
01/08/2010
01/08/2010
09/09/2011
01/07/2010
01/06/2010
08/08/2011
09/08/2011
02/10/2011
21/09/2009
14/07/2010
11/08/2011
02/09/2011

11/09/2011
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Asteraceae
Stachytarpheta jamaicensis
Stachytarpheta jamaicensis

Stachytarpheta jamaicensis

Stachytarpheta jamaicensis

Lamiaceae
Galinsoga
Hyptis

Rubiaceae

Asteraceae

Boraginales
Scrophulariaceae

Lamiaceae

Rubiaceae
Lantanecae

Amaranthus

Amaranthaceae

Amaranthaceae

Fabaceae

Asteraceae, Fabaceae,
Cucurbitaceae



21

22
22
23
24
25
25
25
25
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
26
27
27
27
27
27
27
27
27
28
29
30
30
31
31
32
33
33
34
35
36
36
36

1102

1129
2705
2673
2704
1110
1118
1420
2701
1134
1177
1200
1245
1248
1433
1436
1677
2536
2539
2547
2507
2511
2512
2514
2517
2522
2529
2537
2707
2585
1107
1166
2520
2530
2706
1088
1128
2690
1164
1133
1196
1853

Disonycha sp. 5

Disonycha sp. 6
Disonycha sp. 6
Disonycha sp. 7
Disonycha sp. 8
Disonycha sp. 9
Disonycha sp. 9
Disonycha sp. 9
Disonycha sp. 9
Disonycha sp. 10
Disonycha sp. 10
Disonycha sp. 10
Disonycha sp. 10
Disonycha sp. 10
Disonycha sp. 10
Disonycha sp. 10
Disonycha sp. 10
Disonycha sp. 10
Disonycha sp. 10
Disonycha sp. 10

Heikertingerella sp. 1
Heikertingerella sp. 1
Heikertingerella sp. 1

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Los Charcos

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.23898, -86.32987, 882m
Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Los Charcos

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Los Charcos

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Saca de Agua

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.866388888888888, -86.51416666666667

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.87727, -86.49295, 156m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.866666666666667, -86.50055555555555

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86978, -86.50645, 91m

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192633519565153, -86.33130818340169, 863m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 5km Esteli on brick rd to Yali, 13.11455, -86.29964, 968m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

15/09/2009

01/07/2010
16-18/03/2012
30/01/2012
16-18/03/2012
01/07/2010
01/07/2010
01/08/2010
16-18/03/2012
01/10/2009
21/09/2009
09/10/2010
08/10/2010
09/10/2010
01/09/2010
01/10/2010
08/10/2010
21/01/2012
08/02/2012
06/02/2012
02/10/2011
02/10/2011
02/10/2011
02/10/2011
21/01/2012
21/01/2012
22/01/2012
22/01/2012
16-18/03/2012
29/01/2012
15/09/2009
15/09/2009
21/01/2012
21/01/2012
16-18/03/2012
01/04/2010
01/07/2010
30/01/2012
15/09/2009
01/10/2009
08/10/2010
01/02/2011

NO

Malvaceae,
Amaranthaceae

Dalbergicae
Salicaceae, Guaiacum

Asteraceae

Convolvulaceae

Malvaceae

Malvaceae

Malvaceae
Malvaceae
Malvaceae
Malvaceae
Malvaceae

Malvaceae

Malvaceae

Pentapetalae

Pentapetalae

Solanaceae

Malvaceae

Malvaceae

Malpighiaceae
Solanaceae
Rubiaceae
Heliantheae
Amaranthaceae
Convolvulaceae
Bignoniaceae

Bignoniaceae



36
36
36
36
36
36
37
38
38
39
40
41
41
41
42
42
43
43
43
43
43
44
44
45

45

45
45
45
45
45
45
46
47
48
49
49
49

49

49
49
49

2518
2541
2656
2665
2668
2683
1906
1860
2680
2565
2682
1094
1862
1866
1256
2652
1429
1435
1809
1813
1817
1858
2551
1179

1859

2523
2540
2548
2557
2582
2691
1161
2676
2561
1359
1365
1452

1455

1527
1675
1680

Heikertingerella sp.
Heikertingerella sp.
Heikertingerella sp.
Heikertingerella sp.
Heikertingerella sp.
Heikertingerella sp.

Heikertingerella sp. 2
Heikertingerella sp. 2

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Las Palmitas, 13.19167, -86.32423, 931m

Leon, rd Comarca La Fuente-Momotombo, 12.44766, -86.62160, 97m

Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18938281788044, -85.68391854160579, 180m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.228919383062967, -85.55643651059397, 77m

Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.228919383062967, -85.55643651059397, 77m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.222370828839932, -85. 87377793717, 132m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.703725487679714, -85.95305770106094, 95m

Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.19598, -85.81191, 100m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, El Tunal

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Saca de Agua

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.188456405222869, -86.32452771889574, 971m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Las Palmas

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234014251966077, -85.55367280953504, 76m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234014251966077, -85.55367280953504, 76m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 5km Esteli on brick rd to Yali, 13.11455, -86.29964, 968m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192570635226371, -86.33146523331702, 852m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.23898, -86.32987, 882m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Managua, Montelimar, Reserva Natura
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

21/01/2012
08/02/2012
29/01/2012
26/01/2012
13/02/2012
30/01/2012
12/03/2011
11/03/2011
31/01/2012
09/02/2012
30/01/2012
15/09/2009
11/03/2011
11/03/2011
07/11/2010
10/02/2012
01/08/2010
01/10/2010
11/09/2011
01/09/2011
01/12/2010
11/03/2011
07/02/2012
21/09/2009

11/03/2011

21/01/2012
08/02/2012
06/02/2012
07/02/2012
29/01/2012
30/01/2012
01/04/2010
30/01/2012
09/02/2012
14/07/2010
15/09/2009
15/09/2009

15/09/2009

10/10/2010
08/10/2010
10/10/2010

SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
NO
SI
SI
SI
NO
SI
SI
SI
SI
NO
SI
SI

SI

SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI

SI

SI
SI
SI
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Bignoniaceae

Bignoniaceae

Rubiaceae
Fabaceae
Guaiacum
Ruellia
Rubiaceae

Lantanecae

Lantanecae

Bignoniaceae

Bignoniaceae
Bignoniaceae
Bignoniaceae

Bignoniaceae

Bignoniaceae

Bignoniaceae

Nelsonioideae,
Tabebuia alliance

Guaiacum, Guatacum
Fabaceae, Rubiaceae
Cleomaceae, Guaiacum

Rubiaceae

Fabaceae
Rubiaceae
Zingiberales,
Acanthaceae
Fabaceae
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2504 Managua, Montelimar, Reserva Natura 02/10/2011 SI 2% Fabaceae
2505 Managua, Montelimar, Reserva Natura 02/10/2011 SI 0

2506 Managua, Montelimar, Reserva Natura 02/10/2011 SI 0

2508 Managua, Montelimar, Reserva Natura 02/10/2011 SI 0

2510 Managua, Montelimar, Reserva Natura 02/10/2011 SI 0

2572 Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m 09/02/2012 SI 0

1099 Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 SI 2 Rubiaceae, Guaiacum
1169 ivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 SI 0

1172 Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 SI 0

1174 Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 SI 0

1167 Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 SI 2% Rubiaceae
1168 Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 SI 1 Rubiaceae
1171 Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 SI 0

1454 ivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 SI 1 Zingiberales
2562 Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m 09/02/2012 SI 1 Rubiaceae
1089 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192570635226371, -86.33146523331702, 852m 01/04/2010 SI 0

1103 Glenidion sp. Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 SI 0

1120 Glenidion sp. Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m 01/10/2009 SI 1 Theaceae
1152 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192633519565153, -86.33130818340169, 863m 01/04/2010 SI 1 Fabaceae
1163 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192633519565153, -86.33130818340169, 863m 01/04/2010 NO 0

1197 Glenidion sp. Managua, Montelimar, Reserva Natura 08/10/2010 SI 0

1241 Glenidion sp. Managua, Montelimar, Reserva Natura 09/10/2010 SI 1 Fabaceae
1249 Glenidion sp. Managua, Montelimar, Reserva Natura 09/10/2010 SI 0

1821 Glenidion sp. Leon, Jardin Botanico, 12.433377884986196, -86.91322400939717, 56m 03/08/2011 SI 1 Fabaceae
1825 Glenidion sp. Leon, Jardin Botanico, 12.433378160793, -86.91408891626287, 52m 13/08/2011 SI 2% Fabaceae
1826 Glenidion sp. Leon, Jardin Botanico, 12.433260997613685, -86.91534951009972, 51m 04/03/2011 SI 0

1827 Glenidion sp. Leon, Jardin Botanico, 12.433378649709777, -86.91564390844543, 54m 08/03/2011 SI 0

1850 Glenidion sp. Managua, Montelimar, Reserva Natura 01/02/2011 SI 0

1867 Glenidion sp. Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18441909056598, -85.6575038815039 163m 12/03/2011 SI 0

1909 Glenidion sp. Leon, Jardin Botanico, 12.433431998671493, -86.91277313560317, 53m 02/08/2011 SI 1 Lamiaceae
1911 Glenidion sp. Leon, Jardin Botanico, 12.433431998671493, -86.91277313560317, 53m 02/08/2011 SI 1 Fabaceae
1912 Glenidion sp. Leon, Jardin Botanico, 12.433377884986196, -86.91322400939717, 56m 03/08/2011 SI 2 Fabaceae, Fabaceae
1913 Glenidion sp. Leon, Jardin Botanico, 12.433468856091176, -86.91492619032256, 46m 08/08/2011 SI 2% Fabaceae
1916 Glenidion sp. Leon, Jardin Botanico, 12.434671520762624, -86.91471417187955, 45m 11/08/2011 SI 0

2524 Glenidion sp. Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m 21/01/2012 SI 0

2533 Glenidion sp. Le6n, Charcon, Puente Palermo, 12.39081, -86.98938, 35m 20/01/2012 SI 0

2554 Glenidion sp. Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m 07/02/2012 SI 0

2555 Glenidion sp. Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m 07/02/2012 SI 1 Fabaceae
2563 Glenidion sp. Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m 09/02/2012 SI 0

2564 Glenidion sp. Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m 09/02/2012 SI 0

2653 Glenidion sp. ivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.19598, -85.81191, 100m 10/02/2012 SI 0

2669 Glenidion sp. Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m 13/02/2012 SI 1 Fabaceae
2685 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 SI 1 Lantaneae



3440 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192570635226371, -86.33146523331702, 852m 01/04/2010 NO 1 Burseraceae

3441 Glenidion sp. Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 ST 1 Burseraceae

3442 Glenidion sp. Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m 01/10/2009 ST 2 Burseraceae, Lamiales
3443 Glenidion sp. Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m 21/01/2012 ST 2 Burseraceae, Lamiales
3444 Glenidion sp. Leon, Charcon, Puente Palermo, 12.39081, -86.98938, 35m 20/01/2012 ST 1 Fabaceae

3445 Glenidion sp. Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m 09/02/2012 ST 2 Burseraceae, Lamiales
3616 Glenidion sp. Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 SI 0

3617 Glenidion sp. Leon, Charcon, Puente Palermo, 12.39081, -86.98938, 35m 20/01/2012 ST 0

3618 Glenidion sp. Leon, Charcon, Puente Palermo, 12.39081, -86.98938, 35m 20/01/2012 ST 0

3619 Glenidion sp. Le6n, Charcon, Puente Palermo, 12.39081, -86.98938, 35m 20/01/2012 ST 0

3620 Glenidion sp. Leon, Charcon, Puente Palermo, 12.39081, -86.98938, 35m 20/01/2012 ST 1 Fabaceae

3621 Glenidion sp. Leon, Charcon, Puente Palermo, 12.39081, -86.98938, 35m 20/01/2012 ST 1 Fabaceae

3622 Glenidion sp. Leén, Charcon, Puente Palermo, 12.39081, -86.98938, 35m 20/01/2012 ST 0

3623 Glenidion sp. Leon, Charcon, Puente Palermo, 12.39081, -86.98938, 35m 20/01/2012 ST 1 Fabaceae

3624 Glenidion sp. Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m 09/02/2012 ST 0

3625 Glenidion sp. Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m 09/02/2012 ST 1 Fabaceae

3626 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 0

3627 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 1 Fabaceae

3628 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 0

3629 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 0

3630 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 0

3631 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 1 Lamiales

3632 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 0

3633 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 1 Lamiales

3634 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 0

3635 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 0

3636 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 2%

3637 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 0

3638 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 0

3639 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 0

3640 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 1 Fabaceae

3641 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 1 Lantaneae

3642 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 1 Lantaneae

3643 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 0

3644 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 SI 1 Stachytarpheta jamaicensis
3645 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 1 Fabaceae

3646 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 1 Lamiales

3647 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 0

3648 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 0

3649 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 1 Fabaceae

3650 Glenidion sp. Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m 30/01/2012 ST 0

1116 Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Don Avelino Rodriguez 01/05/2010 ST 2 Rubiaceae, Guaiacunm
1124 Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 SI 0
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66
66
66
66
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67
67
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69
69
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71
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2708
1081
1091
1145
1159
1427
1437
2649
1165
2576
2663
1814
2639
1106
2586
2568
2675
1263
1836
2516
2527
2734
2806
1732
1741
1816
2803
1464
2603
2609
2624
2550
1115
1117
1804
2623
1868
2632
3659
1802
1803
2644
1857

Syphrea sp.

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.189155041938417, -86.32543937640558, 911m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.189482761378018, -86.32627823034785, 905m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192570635226371, -86.33146523331702, 852m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Las Palmas

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Leén, Comunidad Rota, 12.51238, -86.73282, 285m

Leon, Comarca La Fuente, Puente La Fuente, rd Malpasillo-Momotombo, 12.52898, -86.59581, 109m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.188456405222869, -86.32452771889574, 971m

Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.23898, -86.32987, 882m
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Managua, Montelimar, Reserva Natura, refuge (light), 11.86753, -86.51403

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.87659, -86.50341, 125m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, refuge (light), 11.86753, -86.51403

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.23898, -86.32987, 882m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Vista

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.23898, -86.32987, 882m
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Don Avelino Rodriguez

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Don Avelino Rodriguez

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.192000071539937, -86.32422268881433, 990m
Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.185123063261535, -85.669359314085, 152m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.151100038514688, -86.32654924710731, 978m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.1508376312092, -86.3299361274264, 931m
Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.228192370156028, -85.55194342894919

16-18/03/2012
01/03/2010
01/03/2010
01/03/2010
01/04/2010
01/08/2010
01/10/2010
29/01/2012
15/09/2009
27/01/2012
26/01/2012
11/09/2011
31/01/2012
15/09/2009
29/01/2012
09/02/2012
30/01/2012
07/11/2010
01/06/2011
22/01/2012
22/01/2012
22/01/2012
30/01/2012
01/11/2010
01/10/2010
01/12/2010
30/01/2012
01/10/2009
07/02/2012
06/02/2012
07/02/2012
06/02/2012
01/05/2010
01/05/2010
11/09/2011
07/02/2012
12/03/2011
09/02/2012
08/02/2012
09/09/2011
09/09/2011
16-18/03/2012
10/03/2011

SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
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Solanaceae
Croton

Croton

Croton
Croton

Euphorbia heterophylla
Rubiaceae, Guaiacum
Malvaceae, Centrosema
Lantanecae
Boraginales

Cleomaceae, Rubiaceae

Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis

Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis
Poaceae
Fabaceae
Fabaceae

Rubiaceae

Fabaceae
Acabypha

Pentapetalae

Acabypha



72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
72
73
73
73
73
73
73
73
73
73
73
74
75
75

76

77
78
78
78
78
78

2601
2610
2613
2620
3398
3399
3651
3652
3653
3654
3655
3656
3657
3658
3660
3661
3662
3663
3664
3665
3667
3668
1095
1856
1863
1865
2543
2544
2546
2556
2567
2650
1852
1835
2664

1170

2654
1160
1272
1276
2528
2569

Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m
Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.231646462818631, -85.55201778761379

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.22584863309297, -85.55524289383956, 111m
Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.224698963958769, -85.55494639305967, 130m
Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.19598, -85.81191, 100m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Leon, rd Comarca La Fuente-Momotombo, 12.44766, -86.62160, 97m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.19598, -85.81191, 100m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192570635226371, -86.33146523331702, 852m
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.704759923256267, -85.95157665021176, 64m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70781008164388, -85.95238173378193, 67m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.87659, -86.50341, 125m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

08/02/2012
06/02/2012
06/02/2012
06/02/2012
08/02/2012
06/02/2012
08/02/2012
08/02/2012
08/02/2012
08/02/2012
08/02/2012
08/02/2012
08/02/2012
08/02/2012
08/02/2012
08/02/2012
06/02/2012
06/02/2012
06/02/2012
06/02/2012
06/02/2012
06/02/2012
21/09/2009
10/03/2011
11/03/2011
11/03/2011
07/02/2012
06/02/2012
06/02/2012
07/02/2012
09/02/2012
10/02/2012
01/02/2011
01/06/2011
26/01/2012

15/09/2009

10/02/2012
01/04/2010
07/11/2010
07/11/2010
22/01/2012
09/02/2012

SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI

SI

SI
SI
SI
SI
SI
SI
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Acabypha
Fabaceae
Acabypha

Lantaneae

Fabaceae
Acabypha
Acabypha
Fabaceae
Acabypha

Stachytarpheta jamaicensis

Acabypha
Acabypha

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Malvaceae, Piper
Fabaceae, Cordia
Fabaceae, Guaiacum
Mimosoideae,
Rubiaceae
Rubiaceae
Malvaceae
Malvaceae

Phaseoleac



79
80
80
80
81
82
82
82
83
84
85
85
85
85
85
85
85
86
86
86
86
86
87
88
88
88
88
88
89
90
90
90
90
90
90
90
90

91

91
92
92
92

1434
1864
2566
2651
2542
1175
1869
1904
2678
2573
1243
1271
1415
1855
1910
2577
2584
1815
2525
2655
2671
2679
2574
1255
1285
1854
1907
2526
2681
1201
1242
1246
1258
1268
1288
1822
2670

1908

2578
1105
1181
1199

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.224698963958769, -85.55494639305967, 130m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.19598, -85.81191, 100m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.185123063261535, -85.669359314085, 152m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.184533315251517, -85.67296997567995, 164m

Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70464727455702, -85.95291661012887, 97m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Saca de Agua, 13.152611111111112, -86.33372222222222, 850m
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Leon, Jardin Botanico, 12.433431998671493, -86.91277313560317, 53m

Leén, Comunidad Rota, 12.51238, -86.73282, 285m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.1508376312092, -86.3299361274264, 931m
Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Las Palmitas, 13.19167, -86.32423, 931m

Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m

Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.707428111740501, -85.9542548710847, 116m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70327040059114, -85.95224285055114, 63m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Leon, Jardin Botanico, 12.433414776175365, -86.91549667856071, 53m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.702800448541392, -85.95230884339341, 68m
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70327040059114, -85.95224285055114, 63m
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70781008164388, - 5238173378193, 67m
Leon, Jardin Botanico, 12.433378649709777, -86.91564390844543, 54m

Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m

Leon, Jardin Botanico, 12.433414776175365, -86.91549667856071, 53m

Leén, Comunidad Rota, 12.51238, -86.73282, 285m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m
Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

01/09/2010
11/03/2011
09/02/2012
10/02/2012
08/02/2012
15/09/2009
12/03/2011
12/03/2011
31/01/2012
09/02/2012
09/10/2010
07/11/2010
01/11/2010
10/03/2011
02/08/2011
27/01/2012
29/01/2012
09/09/2011
21/01/2012
29/01/2012
13/02/2012
31/01/2012
09/02/2012
07/11/2010
07/11/2010
01/02/2011
05/03/2011
21/01/2012
30/01/2012
09/10/2010
09/10/2010
08/10/2010
07/11/2010
07/11/2010
07/11/2010
08/03/2011
13/02/2012

05/03/2011

27/01/2012
15/09/2009
21/09/2009
08/10/2010

SI
SI
SI
SI
SI
NO
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
NO
SI
SI
NO
SI
SI
NO
SI
SI
SI
SI
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Euphorbiaceae

Acalyphoideae

Rubiaceae, Guaiacum

Guaiacum

Rubiaceae

Solanaceae

Malvaceae

Fabaceae, Cucurbitaceae
Solanaceae

Guaiacum

Guaiacum

Solanunm, Rubiaceae

Cucurbitaceae

Guaiacum

Malvaceae

Malvaceae
Boraginales
Guaiacum

Lythraceae, Fabaceae,
Cucurbitaceae

Asteraceae

Malvaceae



92
92
92
92
92
93
94
95
95
96
96
96
97
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98

1239
1244
1247
1259
2519
2575
1093
1195
2509
1203
1250
1287
1812
1143
1144
1189
1834
1837
1838
1839
1840
1841
1842
1843
3423
3424
3425
3426
3427
3428
3429
3496
3497
3498
3499
3500
3501
3502
3503
3504
3505
3506
3507

Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.706486665924345, -85.95396481028051, 111m
Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70464727455702, -85.95291661012887, 97m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.188456405222869, -86.32452771889574, 971m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, , 5
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75, -85.93333333333334, 50m

08/10/2010
09/10/2010
08/10/2010
07/11/2010
21/01/2012
09/02/2012
15/09/2009
08/10/2010
02/10/2011
09/10/2010
09/10/2010
07/11/2010
11/09/2011
8-9/07/2010
8-9/07/2010
8-9/11/2009
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
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Malvaceae

Malvoideae

Fabaceae
Fabaceae, Rubiaceae

Fabaceae, Rubiaceae

Convolvulaceae
Rubiaceae

Rubiaceae

Poaceae, Cucurbitaceae

Burseraceae

Burseraceae
Burseraceae, Cordia
Burseraceae
Burseraceae, Cordia
Burseraceae
Bursera simaruba, Cordia
Burseraceae, Cordia
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae,



98
98

98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
98
99
99
100
100
100
100
100
100
100
100
101
102
103
103
103
103
104
105
105
105
106
106
106

3508
3509

3510
3511
3512
3513
3514
3515
3516
3517
3518
3519
3520
3521
3522
3523
3524
3525
1136
1846
1100
1151
1367
1818
2532
2570
2662
2788
2657
2583
1425
1430
2553
2684
2674
1861
1905
2571
1173
1198
1202

Blepharida suturalis
Blepharida suturalis

Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Granada, Reserva Natural Lagunas de Mecatepe y Rio Manares, Hacienda Las Plazuelas, 11.75,
Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192633519565153, -86.33130818340169, 863m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m
Leon, Jardin Botanico, 12.433378160793, -86.91408891626287, 52m

Leo6n, Charcon, Puente Palermo, 12.39081, -86.98938, 35m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Leon, Comarca La Fuente, Puente La Fuente, rd Malpasillo-Momotombo, 12.52898, -86.59581,

Leon, entre Comarca de La Fuente y Momotombo, 12.51445, -86.60286, 113m

-85.93333333333334, 50m

-85.93333333333334, 50m

-85.93333333333334, 50m
-85.93333333333334, 50m
-85.93333333333334, 50m

-85.93333333333334, 50m
-85.93333333333334, 50m

-85.93333333333334, 50m
-85.93333333333334, 50m

-85.93333333333334, 50m
-85.93333333333334, 50m

-85.93333333333334, 50m
-85.93333333333334, 50m

-85.93333333333334, 50m

109m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, San José del Prado, 13.22744, -86.30217, 909m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Empalme
Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.23898, -86.32987, 882m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.228919383062967, -85.55643651059397, 77m
Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.18938281788044, -85.68391854160579, 180m
Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

01/06/2011
01/06/2011

01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/06/2011
01/05/2010
01/06/2011
15/09/2009
01/04/2010
15/09/2009
13/08/2011
20/01/2012
09/02/2012
26/01/2012
26/01/2012
29/01/2012
29/01/2012
01/08/2010
01/08/2010
07/02/2012
30/01/2012
30/01/2012
11/03/2011
12/03/2011
09/02/2012
15/09/2009
08/10/2010
09/10/2010
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Boraginales
Bursera simarnba
Bursera simaruba,
Boraginales
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Burseraceae
Boraginales

Boraginales

Burseraceae

Burseraceae
Burseraceae, Fabaceae
Burseraceae, Cordia

Acanthaceae

Fabaceae

Ruellia

Ruellia
Acanthaceae
Acanthaceae
Acanthaceae
Plucheinae
Mimosoideae
Milleria quinqueflora
Convolvulaceae

Guaiacum

Lamiaceae

Ulnmns minor



*166
*167
*168
*169
*170
*171
*171

1123 Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Los Charcos

1162 Heikertingerella sp. 3 Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192570635226371, -86.33146523331702, 852m
1101 ikertingerella sp. 4 Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

1146 Heikertingerella sp. 5 Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.189155041938417, -86.32543937640558, 911m
1190 Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Bartolo, 13.198739120605543, -86.32526543531621, 993m
1417 Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui

1421 Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui

01/07/2010 NO
01/04/2010 NO
15/09/2009 NO
01/03/2010 NO
01/06/2010 NO
01/08/2010 NO
01/08/2010 NO

[ N VIR

Malvaceae
Zingiberales, Ruellia
Anacardiaceae

Physalis
Physalis

D. Galerucini

Morfoespecie Individuo Especie Localidad Fecha Cox1  psbA-trnH Inferencia de dieta
107 2799 Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m 13/02/2012 SI 1 Fabaceae
108 1451 Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.221867163457599, -85.80353999089301, 96m 23/11/2009 SI 0
108 1699 Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70327040059114, -85.95224285055114, 63m 07/11/2010 SI 1 Cucurbitaceae
108 1731 Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente 01/11/2010 SI 1 Cucurbitaceae
108 1746 Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.221867163457599, -85.80353999089301, 96m 23/11/2009 SI 1%
108 2036 Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.192000071539937, -86.32422268881433, 990m 11/09/2011 SI 0
108 2046 Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.192000071539937, -86.32422268881433, 990m 11/09/2011 SI 0
108 2729 Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.87659, -86.50341, 125m 22/01/2012 ST 1*
108 2822 Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela 16-18/03/2012 SI 3%
109 2042 Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.192000071539937, -86.32422268881433, 990m 11/09/2011 SI 1 Cucurbitaceae
109 2779 Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m 29/01/2012 SI 1 Rubiaceae
110 2744 Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m 08/02/2012 SI 1 Rubiaceae
110 2753 Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -8° E 06/02/2012 ST 1*
110 2756 Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m 06/02/2012 SI 2% Rubiaceae
110 2817 Leén, La Paz Centro, rd to Geotérmica, btw rd and swamp, lagoon after Loma de Chistata, 12.43437, -86.59300, 66m 01/02/2012  SL 3 Ei‘iiﬁ;i::‘“ceae'
111 1439 Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m 21/09/2009 SI 1 Cucurbitaceae
111 2745 Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m 08/02/2012 SI 2% Cucurbitaceae
112 1462 Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m 01/10/2009 SI 1 Sicyoeae
112 2037 Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.192000071539937, -86.32422268881433, 990m 11/09/2011 SI 0
112 2781 Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m 29/01/2012 SI 1 Cucurbitaceae
113 1370 Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 SI 1 Cucurbitaceae
113 2742 Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m 08/02/2012 SI 2% Cucurbitaceae
113 2772 Leon, Comunidad Rota, 12.51238, -86.73282, 285m 27/01/2012 SI 0
113 2789 Leon, entre Comarca de La Fuente y Momotombo, 12.51445, -86.60286, 113m 26/01/2012 SI 1 Cucurbitaceae
114 1351 Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe 10-12/07/2010 SI 0
114 1356 Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena 14/07/2010 SI 1 Poaceae
114 1366 Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 SI 1 Delilia biflora
114 1459 Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m 15/09/2009 SI 0
114 1536 Managua, Montelimar, Reserva Natura 08/10/2010 SI 0
114 1690 Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.706486665924345, -85.95396481028051, 111m 07/11/2010 SI 0



114
114
114
114
114
114
115

115

115
115

116

116
117
117
118
119
120
121
121
122
122
123

124

124
124
124
125
125
125
125
125
125
125
125
125
125

125

125
125

1705
2693
2714
2721
2738
2778
1440

2746

2757
2769

1368

1453
2741
2755
2752
2811
2825
2750
2826
2737
2818
2751

1352

1354
2088
2765
1369
1438
1449
1450
1463
1532
1671
1682
1693
1703

1704

2749
2800

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.704759923256267, -85.95157665021176, 64m

Ledn, Cerro Negro, 12.53166, -86.728055

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.866388888888888, -86.51416666666667

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m
Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m
Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m
Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Leo6n, Charcon, Puente Palermo, 12.39081, -86.98938, 35m

Leon, La Paz Centro, Laguna de Montegalan, 12.43891, -86.57033, 76m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18938281788044, -85.68391854160579, 180m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.234449419023298, -85.55391791895813, 66m

Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.221867163457599, -85.80353999089301, 96m
Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.221867163457599, -85.80353999089301, 96m
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70464727455702, -85.95291661012887, 97m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.704759923256267, -85.95157665021176, 64m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m
Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m

07/11/2010
27/01/2012
02/10/2011
02/10/2011
21/01/2012
29/01/2012
21/09/2009

08/02/2012

06/02/2012
09/02/2012

15/09/2009

15/09/2009
08/02/2012
06/02/2012
07/02/2012
30/01/2012
16-18/03/2012
07/02/2012
16-18/03/2012
20/01/2012
01/02/2012
07/02/2012

10-12/07/2010

14/07/2010
12/03/2011
09/02/2012
15/09/2009
21/09/2009
23/11/2009
23/11/2009
01/10/2009
09/10/2010
09/10/2010
10/10/2010
07/11/2010
07/11/2010

07/11/2010

07/02/2012
13/02/2012

SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI

SI

SI
SI

SI

SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI

SI

SI
SI
SI
SI
SI
SI
NO
SI
SI
SI
SI
SI
SI

SI

SI
SI
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Asteraceae

Rubiaceae,
Cucurbitaceae
Fabaceae, Rubiaceae
Rubiaceae

Delilia biflora,
Bignoniaceae, Fabaceae

Chamissoa

Fabaceae, Rubiaceae

Lantaneae
Asteraceae

Fabaceae, Rubiaceae

Fabaceae, Rubiaceae

Malvoideae, Fabaceae,
Rubiaceae

Rubiaceae

Rubiaceae
Acanthaceae
Lamiaceae,
Cucurbitaceae
Fabaceae, Rubiaceae

Fabaceae



126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
126
127

127
127
128
129
129
129
129
129
129
129
129
129
129
129
130
130
131
131
131
131
131
131
131

1422
1481
1518
1523
1718
1720
1723
1727
1730
1735
1749
2040
2043
2057
2062
2066
2694
2820
1740
2724
2782
2804
2784
1522
1725
1748
2034
2035
2039
2053
2061
2790
2794
2805
1521
2823
1448
1460
1519
1528
1529
1533
1534

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Don Avelino Rodriguez

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Cerro La Campana, Los Cerritos, 13.15, -86.31666666666666
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, La Palmita

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, El Tunal

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Flor Amarilla

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isidrillo

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Vista

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.190078307697604, -86.32925726757742, 988m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.151100038514688, -86.32654924710731, 978m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Matapalo

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Matapalo

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Matapalo

Ledn, Cerro Negro, 12.53166, -86.728055

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 5km Esteli on brick rd to Yali, 13.11455, -86.29964, 968m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Saca de Agua

Managua, Montelimar, Reserva Natura, refuge (light), 11.86753, -86.51403

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.23898, -86.32987, 882m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, La Palmita

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, La Palmita

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.159694595899516, -86.31462305291316, 1116m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.192000071539937, -86.32422268881433, 990m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.192000071539937, -86.32422268881433, 990m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Matapalo

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Las Palmitas, 13.19167, -86.32423, 931m

Leén, Comunidad Rota, 12.52670, -86.73326, 281m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.23898, -86.32987, 882m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.221867163457599, -85.80353999089301, 96m

Rivas, Sapod, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Cerro La Campana, Los Cerritos, 13.15, -86.31666666666666

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

01/08/2010
01/05/2010
01/07/2010
01/07/2010
01/11/2010
01/08/2010
01/08/2010
01/08/2010
01/08/2010
01/09/2010
01/10/2010
11/09/2011
09/09/2011
01/12/2010
01/12/2010
01/12/2010
27/01/2012
30/01/2012
01/10/2010
22/01/2012
29/01/2012
30/01/2012
29/01/2012
01/07/2010
01/08/2010
01/07/2010
10/09/2011
11/09/2011
11/09/2011
01/12/2010
01/12/2010
29/01/2012
27/01/2012
30/01/2012
01/07/2010
16-18/03/2012
23/11/2009
15/09/2009
01/07/2010
10/10/2010
10/10/2010
09/10/2010
09/10/2010

SI
SI
SI
SI
SI
NO
NO
SI
SI
SI
SI
SI
SI
NO
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
NO
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
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Fabaceae

Maclura tinctoria

Datura

Fabaceae

Fabaceae
Fabaceae

Boraginales, Salicaceae

Fabaceae

Fabaceae

Lycopersicon

Cleomaceae

Cucurbitaceae

Mimosoideae

Fabaceae

Polygonaceae

Fabaceae, Rubiaceae
Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae

Malvaceae



131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
131
132
132
132
132
132
132
132
132
132
132
132
132
132
132
132
132
132
132
132
132

1535
1672
1674
1678
1681
1721
1728
1729
1737
2032
2033
2045
2051
2082
2715
2716
2717
2718
2720
2725
2775
2801
2821
1355
1456
1670
1673
1679
1687
2038
2049
2083
2084
2695
2696
2713
2722
2726
2739
2740
2766
2773
2798

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.151100038514688, -86.32654924710731, 978m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.151100038514688, -86.32654924710731, 978m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.151100038514688, -86.32654924710731, 978m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.190078307697604, -86.32925726757742, 988m
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Leon, Comunidad Rota, 12.51238, -86.73282, 285m

Esteli, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, Salto de la Estanzuela, 13.02503, -86.35084, 1036m

Masaya, Masatepe, Cruz Negra, 11.916666666666666, -86.16666666666667, 320m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.707428111740501, -85.9542548710847, 116m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.192000071539937, -86.32422268881433, 990m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.188456405222869, -86.32452771889574, 971m
Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura, refuge (light), 11.86753, -86.51403

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.866666666666667, -86.50055555555555

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Leén, Comunidad Rota, 12.51238, -86.73282, 285m

Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m

09/10/2010
09/10/2010
08/10/2010
09/10/2010
10/10/2010
01/08/2010
01/08/2010
01/08/2010
01/09/2010
09/09/2011
09/09/2011
09/09/2011
11/09/2011
01/02/2011
02/10/2011
02/10/2011
02/10/2011
02/10/2011
02/10/2011
21/01/2012
27/01/2012
31/01/2012
15/04/2012
14/07/2010
15/09/2009
09/10/2010
08/10/2010
09/10/2010
07/11/2010
11/09/2011
11/09/2011
01/02/2011
01/02/2011
02/10/2011
02/10/2011
02/10/2011
22/01/2012
21/01/2012
22/01/2012
08/02/2012
09/02/2012
27/01/2012
13/02/2012

SI
SI
SI
SI
SI
NO
SI
NO
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
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Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Cassieace

Fabaceae
Fabaceae

Fabaceae

Rubiaceae, Guaiacum

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae, Centrosema



133
134
134
134
135
136
137
138
138
139
139
140
141
141
142
142
142
142
142
142
142
142
143
144
144
144
144
144
145
146
146
146
147
147
147
147
147

148
148
148
148
148

2780
2767
2783
2824
1357
2089
2768
1530
2719
1371
1457
2730
1458
1747
2736
2743
2754
2759
2764
2786
2792
2827
2838
1484
1515
1719
2050
2809
2763
1361
1362
2086
1736
2058
2059
2065
2810
2839
1344
14061
1691
2080
2723

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m
Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18938281788044, -85.68391854160579, 180m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18847, -85.67619, 157m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.87727, -86.49295, 156m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.179983794412108, -85.68079257729653, 260m

Leo6n, Charcon, Puente Palermo, 12.39081, -86.98938, 35m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m

Rivas, San Juan del Sur, Finca Escamequita, 11.19598, -85.81191, 100m

Leon, Comarca La Fuente, Puente La Fuente, rd Malpasillo-Momotombo, 12.52898, -86.59581, 109m
Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Los Charcos

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Los Charcos

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.190078307697604, -86.32925726757742, 988m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m
Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.189482761378018, -86.32627823034785, 905m

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Matapalo

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Matapalo

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Matapalo

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.24392, -86.36308, 970m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Matapalo

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.70845659447202, -85.95361792833926, 55m
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura, refuge (light), 11.86753, -86.51403

29/01/2012
09/02/2012
29/01/2012
16-18/03/2012
14/07/2010
12/03/2011
09/02/2012
09/10/2010
02/10/2011
15/09/2009
15/09/2009
22/01/2012
15/09/2009
15/09/2009
20/01/2012
08/02/2012
06/02/2012
06/02/2012
07/02/2012
10/02/2012
26/01/2012
16-18/03/2012
01/08/2010
01/07/2010
01/07/2010
01/11/2010
11/09/2011
30/01/2012
07/02/2012
8-9/07/2010
01/03/2010
10/03/2011
01/09/2010
01/12/2010
01/12/2010
01/12/2010
30/01/2012
01/12/2010
01/05/2010
01/10/2009
07/11/2010
01/02/2011
22/01/2012

SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
NO
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
NO
NO
NO
NO
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
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Cucurbitaceae

Rubiaceae

Fabaceae

Fabaceae, Rubiaceae
Rubiaceae

Fabaceae, Rubiaceae
Fabaceae

Rubiaceae

Fabaceae

Lamiaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae
Rubiaceae, Fabaceae
Lantana

Rubiaceae

Lantaneae

Vachellia

Fabaceae, Rubiaceae
Zingiberales

Fabaceae

Mimosa

Mimosa



2733
2762
2770
2771
2816
1692
2727
1485
1520
1524
1531
1537
1676
1726
2044
2048
2052
2054
2056
2060
2063
2067
2785
2807
1353
2068
1689
2731
1688
2748
2758
2812
2814
2728
2735
2761
2069
2070
2090
2091
2815
1482
2041

Managua, Montelimar, Reserva Natura, refuge (light), 11.86753, -86.51403

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m

Leén, Comunidad Rota, 12.51238, -86.73282, 285m

Leén, Comunidad Rota, 12.51238, -86.73282, 285m

Leon, La Paz Centro, rd to Geotérmica, btw rd and swamp, lagoon after Loma de Chistata, 12.43437, -86.59300, 66m
Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Mufieco

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, La Palmita

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Flor Amarilla

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.151100038514688, -86.32654924710731, 978m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.188456405222869, -86.32452771889574, 971m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.190078307697604, -86.32925726757742, 988m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Matapalo

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Las Palmas

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Matapalo

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Matapalo

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Matapalo

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad La Pita, 13.21921, -86.28530, 1108m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Comunidad Naranja de Fatima, 13.23898, -86.32987, 882m
Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe

Leon, Jardin Botanico, 12.433378160793, -86.91408891626287, 52m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.702800448541392, -85.95230884339341, 68m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.87727, -86.49295, 156m

Granada, Reserva Silvestre Privada Domitila, 11.702800448541392, -85.95230884339341, 68m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m

Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86288, -86.49775, 67m

Managua, Montelimar, Reserva Natura, refuge (light), 11.86753, -86.51403

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m

Leon, Jardin Botanico, 12.433260997613685, -86.91534951009972, 51m

Leon, Jardin Botanico, 12.433378160793, -86.91408891626287, 52m

Leon, Jardin Botanico, 12.433324198391453, -86.91502744987473, 47m

Leon, Jardin Botanico, 12.433468856091176, -86.91492619032256, 46m

Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Don Avelino Rodriguez

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 13.1508376312092, -86.3299361274264, 931m

22/01/2012
07/02/2012
27/01/2012
27/01/2012
01/02/2012
07/11/2010
21/01/2012
01/07/2010
01/07/2010
01/07/2010
09/10/2010
08/10/2010
08/10/2010
01/08/2010
09/09/2011
11/09/2011
11/09/2011
01/12/2010
01/12/2010
01/12/2010
01/12/2010
01/12/2010
29/01/2012
30/01/2012
10-12/07/2010
07/08/2011
07/11/2010
22/01/2012
07/11/2010
08/02/2012
06/02/2012
31/01/2012
31/01/2012
21/01/2012
22/01/2012
07/02/2012
04/03/2011
07/08/2011
02/03/2011
08/08/2011
31/01/2012
01/05/2010
09/09/2011

SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
NO
NO
NO
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
NO
NO
SI
SI
SI
SI
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Cordia

Fabaceae

Datura

Salicaceae
Rubiaceae, Guaiacum
Fabaceae, Rubiaceae
Rubiaceae

Amaranthaceae

Chamissoa
Fabaceae
Malvoideae, Rubiaceae

Guaiacum

Boraginales

Asteraceae



*181

*181
*181
*182
*182

1473
1475
1472
1477
2828
2747
1474
1476
1479
1514
1517
1717
1733
2081
2732
2774
2787
2793
2795
2802
2819
1480
1363
1364
1478
1483
2087
1360
1516
1722
1724
1738
2055
2064
2085
2692

1739

2808
2813
2760
2797

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Bartolo, 13.198739120605543, -86.32526543531621, 993m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Bartolo, 13.198739120605543, -86.32526543531621, 993m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Bartolo, 13.198739120605543, -86.32526543531621, 993m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Bartolo, 13.198739120605543, -86.32526543531621, 993m
Esteli, Reserva Natural Tisey - La Estanzuela

Rivas, Cardenas, Finca Isla Vista, 11.23345, -85.55123, 56m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Bartolo, 13.198739120605543, -86.32526543531621, 993m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Bartolo, 13.198739120605543, -86.32526543531621, 993m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Don Avelino Rodriguez

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Los Charcos

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Cerro La Campana, Los Cerritos, 13.15, -86.31666666666666
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Managua, Montelimar, Reserva Natura, 11.86978, -86.50645, 91m

Leon, Comunidad Rota, 12.51238, -86.73282, 285m

Leon, entre Comarca de La Fuente y Momotombo, 12.51445, -86.60286, 113m

Leon, Comarca La Fuente, Puente La Fuente, rd Malpasillo-Momotombo, 12.52898, -86.59581, 109m

Leon, Comunidad Rota, 12.52670, -86.73326, 281m

Esteli, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, Salto de la Estanzuela, 13.02503, -86.35084, 1036m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, 5km Esteli on brick rd to Yali, 13.11455, -86.29964, 968m

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Don Avelino Rodriguez

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores, 13.192633519565153, -86.33130818340169, 863m
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Las Flores

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Don Avelino Rodriguez

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Finca Don Avelino Rodriguez

Rivas, Sapoa, Finca Guadalupe, 11.18441909056598, -85.6575038815039 163m

Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Cerro La Campana, Los Cerritos, 13.15, -86.31666666666666
Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Isiqui

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Buena Esperanza

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Matapalo

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Matapalo

Managua, Montelimar, Reserva Natura

Leon, Cerro Negro, 12.53166, -86.728055

Esteli, Paisaje Natural Protegido Miraflores-Moropotente, Miraflor

Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Esteli, 4km Esteli, rd to Tisey, Reserva Natural Tisey-Estanzuela, 13.03520, -86.34984, 1015m
Rivas, Cardenas, Finca Sierra Serena, 11.23527, -85.55388, 69m

Rivas, San Juan del Sur, Comarca El Baston, Finca Santa Ana, 11.29218, -85.87467, 149m

01/06/2010
01/06/2010
01/06/2010
01/06/2010
16-18/03/2012
08/02/2012
01/06/2010
01/06/2010
01/05/2010
01/07/2010
01/07/2010
01/11/2010
01/11/2010
01/02/2011
21/01/2012
27/01/2012
26/01/2012
26/01/2012
27/01/2012
31/01/2012
30/01/2012
01/05/2010
01/04/2010
01/04/2010
01/05/2010
01/05/2010
12/03/2011
14/07/2010
01/07/2010
01/08/2010
01/08/2010
01/09/2010
01/12/2010
01/12/2010
27/02/2011
27/01/2012

01/09/2010

31/01/2012
31/01/2012
07/02/2012
13/02/2012

SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
NO
SI
SI
NO
NO
SI
SI
SI
SI
NO
SI
SI
SI
SI
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO
NO

NO
NO
NO
NO
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Rutaceae
Rubiaceae, Guaiacum

Rutaceae, Rubiaceae

Fabaceae, Rubiaceae
Rubiaceae

Boraginales

Boraginales
Boraginales
Boraginales

Boraginales

Boraginales

Boraginales

Cordia
Boraginales
Boraginales

Rubiaceae

Rhamnaceae

Rhamnaceae

Urticaceae, Rubiaceae

Fabaceae

Fabaceae

Guaiacum, Guatacum

Boraginales,
Cucurbitaceae

Rubiaceae, Guaiacum




Apéﬂ dice III. Arboles filogenéticos del gen mitocondrial ax? de Cassidinae
y Galerucinae s.. del bosque seco de Nicaragua, obtenidos a partir de Maxima
Verosimilitud e Inferencia Bayesiana. Ramas pertenecientes a Cassidinos y
Alticinos se muestran en negro, mientras que las de Hispinos y Galerucinos se
resaltan en rojo.

Para la subfamilia Cassidinae

Figura S1: Mejor arbol filogenético de haplotipos de cox7 de la subfamilia
Cassidinae segin Maxima Verosimilitud, generado con RAxML, modelo GTR
GAMMA vy enraizado con Chelobasis perplexa, y aplicando la estrategia de particién
de codones. El soporte de los nodos se obtuvo a partir de 1000 bootstraps y se
detallan todos aquellos nodos con soporte >70%.

Figura S2: Arbol ultramétrico de haplotipos de wx7 de la subfamilia Cassidinae
generado en BEAST, usando un reloj relajado exponencial y arbol coalescente
inicial, asumiendo datos sin particionar. El soporte de los nodos corresponden a
probabilidades posteriores >70%.

Figura S3: Arbol ultramétrico de haplotipos de wx7 de la subfamilia Cassidinae
generado en BEAST, usando un reloj relajado exponencial y arbol coalescente
inicial, aplicando la estrategia de particién por codones. El soporte de los nodos
corresponden a probabilidades posteriores >70%.

Para la subfamilia Galerncinae s.1.

Figura S4: Mejor arbol filogenético de haplotipos de cox? de la subfamilia
Galerucinae s.l. segin Maxima Verosimilitud, generado con RAxML, modelo
GTR GAMMA y enraizado con Calligrapha multipunctata bigsbyana, y aplicando la
estrategia de particion de codones. El soporte de los nodos se obtuvo a partir de
1000 bootstraps y se detallan todos aquellos con soporte >70%.

Figura S5: Arbol ultramétrico de haplotipos de cox7 de la subfamilia Galerucinae
s.l. generado en BEAST, usando un reloj relajado exponencial y arbol
coalescente inicial, asumiendo datos sin particionar. El soporte de los nodos
corresponden a probabilidades posteriores >70%.

Figura S6: Arbol ultramétrico de haplotipos de cox7 de la subfamilia Galerucinae
s.l. generado en BEAST, usando un reloj relajado exponencial y arbol
coalescente inicial, aplicando la estrategia de particién por codones. El soporte
de los nodos corresponden a probabilidades posteriores >70%.
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Figura S1: Cassidinae | datos particionados
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Figura S1: Mejor arbol filogenético de haplotipos de cox7 de la subfamilia Cassidinae
segun Maxima Verosimilitud, generado con RAxML, modelo GTR GAMMA vy enraizado
con Chelobasis perplexa, y aplicando la estrategia de particiéon de codones. El soporte de los
nodos se obtuvo a partir de 1000 bootstraps y se detallan todos aquellos nodos con soporte
>70%.
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Continnacion Figura S1: Cassidinae | datos particionados
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Figura S2: Cassidinae | datos sin particiones

91
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Figura S2: Arbol ultramétrico de haplotipos de wx7 de la subfamilia Cassidinae
generado en BEAST, usando un reloj relajado exponencial y arbol coalescente inicial,
asumiendo datos sin particionar. El soporte de los nodos corresponden a probabilidades
posteriores >70%.
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Continnacion Figura 82: Cassidinae | sin particiones
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Figura S3: Cassidinae | datos particionados
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Figura S3: Arbol ultramétrico de haplotipos de wx7 de la subfamilia Cassidinae
generado en BEAST, usando un reloj relajado exponencial y arbol coalescente inicial,
aplicando la estrategia de particién por codones. El soporte de los nodos corresponden a
probabilidades posteriores >70%.
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Continnacion Figura S3: Cassidinae | datos particionados
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Figura S4: Galerucinae s.l. | datos particionados

79

100 [

Figura S4: Mejor arbol filogenético de haplotipos de cox7 de la subfamilia Galerucinae
s.l. segun Maxima Verosimilitud, generado con RAxML, modelo GTR GAMMA vy

enraizado con Calligrapha multipunctata bigshyana, y aplicando la estrategia de particion de
codones. El soporte de los nodos se obtuvo a partir de 1000 bootstraps y se detallan todos

aquellos con soporte >70%.
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Continuacion Figura S4:
Galerucinae s.l. | —
datos particionados
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Continnacion Figura S4: Galerucinae s.l. | datos particionados
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Figura S5: Galerucinae s.l. | datos sin particiones

RaEa
08

Figura S5: Arbol ultramétrico de haplotipos de wx7 de la subfamilia Galerucinae s.l.
generado en BEAST, usando un reloj relajado exponencial y arbol coalescente inicial,
asumiendo datos sin particionar. El soporte de los nodos corresponden a probabilidades

posteriores >70%.
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Continnacion Figura S5: Galerucinae s.l. |
datos sin particiones
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Continnacion Figura S5: Galerucinae s.l. |

datos sin particiones
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Figura S6: Galerucinae s.l. | datos particionados
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Figura S6: Arbol ultramétrico de haplotipos de wx7 de la subfamilia Galerucinae s.l.
generado en BEAST, usando un reloj relajado exponencial y arbol coalescente inicial,
aplicando la estrategia de particién por codones. El soporte de los nodos corresponden a
probabilidades posteriores >70%.
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Continnacion Figura S6: Galerucinae s.l. |
datos particionados
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Continnacion Figura 86: Galerucinae s.l. | datos particionados
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Apén dice I1/. Resultados de inferencia taxonémica para un total de 1.133 secuencias de psbA-#mH, obtenidas a partir de la
extraccion de ADN genémico de Chrysomelidae del bosque seco tropical de Nicaragua, aplicando el método de identificacion
automatico BAGpipe. Tipo de amplificacion: d=directa, b=secuenciacién de bandas mdltiples. Las celdas en gris
corresponden a secuencias que fueron descartadas por su dudosa procedencia. Ver texto principal en la Seccién Resultados,
apartado 4.5.3. Mspp. = morfoespecie; Esp = especie; CL. = control de laboratorio; TA = tipo de amplificacion.

Subfamilia: Cassidinae

A.
Cassidini

Esp. Mejor coincidencia Distancia Distancia Criterio Criterio
Mspp- motfomol Taxon Voucher  CL TA (distancia) 1% 4% liberal estricto

Fabaceae sp NPL0002, Senna

1 CAS223 Charidotella sexpunctata IBE-JGZ-1554 No d septemtrionalis (0.00350) Fabaceae Fabaceae Fabaceae Fabaceae
Buddleja americana,
1 CAS223 Charidotella sexpunctata IBE-JGZ-1562A° No b  Scrophulariaceae sp Scrophulariaceae  Scrophulariaceae  Scrophulariaceae  Scrophulariaceae
NPL0007 (0)
1 CAS223 Charidotella sexpunctata IBE-JGZ-1562B No b Amaranthus deflescus (0) Amaranthus Amaranthus Amaranthus Amaranthaceae
1 CAS238 Charidotella sexpunctata IBE-JGZ-1566A No b gggg Oeggfé/;’, L. sapindoides Fabaceae Fabaceae Fabaceae Fabaceae
. I Fabaceae sp NPL0547 Fabaceae sp Fabaceae sp
1 CAS238 Charidotella sexpunctata IBE-JGZ-1566B No b (0.00378) NPLO0547 NA NPLO0547 Fabaceae
. S Amaranthus hybridus, A.
1 CAS238 Charidotella sexpunctata IBE-JGZ-1566C No b retraflexcus, A. tricolor (0.00735) Amaranthus Amaranthus Amaranthus Amaranthaceae
1 CAS223 Charidotella sexpunctata IBE-JGZ-1616 No d géo(l)};”é; %ﬂflolosz;ﬁ/za NA Convolvulaceae  Convolvulaceae ~ Convolvulaceae
1 CAS223 Charidotella sexpunctata IBE-JGZ-1622 No d  Ipomoea clavata (0.00323) Convolvulaceae  Convolvulaceae  Convolvulaceae  Convolvulaceae
Cucurbitaceae sp NPL0058,
1 CAS223 Charidotella sexpunctata IBE-JGZ-1651 No d  Cucurbitaceae sp NPL0017 NA Cucurbitaceae Cucurbitaceae Cucurbitaceae
©)
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1

1

CAS223

CAS223

CAS271

CAS271

CAS223

CAS223
CAS223

CAS223

CAS223

CAS223

Charidotella sexpunctata

Charidotella sexpunctata

Charidotella sexpunctata

Charidotella sexpunctata

Charidotella sexpunctata

Charidotella sexpunctata

Charidotella sexpunctata

Charidotella sexpunctata

Charidotella sexpunctata

Charidotella sexpunctata

IBE-JGZ-1662A

IBE-JGZ-1662B

IBE-JGZ-1664A

IBE-JGZ-1664B

IBE-JGZ-2243
IBE-JGZ-2248
IBE-JGZ-2250A

IBE-]JGZ-2250B

IBE-JGZ-2285A

IBE-JGZ-2297A

No

No

No

No

No

No

Samanea saman, Fabaceae sp
NPL0462 (0.00502)
Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017
©)

Calopogonium mucunoides (0)

Cucurbitaceae sp NPL0058,
Cucurbitaceae sp NPL0017
©)

Simsia ovata, S. steyermarkii
(0.00284)

Merremia aegyptia (0)

Sida spinosa (0.00446)
Euphorbia hyssopifolia,
Euphorbiaceae sp NPL0135
o)

Acacia clydonophora, A.
J

jorum, A. anthochaera,
A. gelasina, A. anasilla, A.
heterochroa, A. vestita, A.
verticillata, A. lycopodiifolia, A.
bypermeces, A. subnlata, A.
porcata, A. camptoclada, A.
chrysotricha, A. aspernlacea, A.
adoxa, A. incrassata, A.

paradoxa, Abarema macradenia,

Archidendron lucidum, A.
grandiflorun, A. turgidum, A.
utile, Fabaceae sp NPL0462,
Pithecellobinm chpearia,
Pseudosamanea gnachapele,
Pararchidendron pruinosum,
Samanea saman, Schizolobinm
parahyba (0)

Byttneria aculeata (0)

Fabaceae Fabaceae Fabaceae
NA Cucurbitaceae Cucurbitaceae
Calopogoninm Calopogoninm Calopogoninm

71 e Iy 7t e i) 7t e )
NA Cucurbitaceae Cucurbitaceae
Asteraceae Asteraceae Asteraceae
Merremia Merremia Merremia aegyptia
Sida Sida Sida
Euphorbiaceac  Euphorbiaceac  Euphorbiaceae
Fabaceae Fabaceae Fabaceae

Byttneria aculeata

Byttneria aculeata

Byttneria aculeata

Fabaceae

Cucurbitaceae

Fabaceae

Cucurbitaceae

Asteraceae

Merremia

Sida

Euphorbiaceae

Fabaceae

Malvaceae



CAS223

CAS223

CAS223

CAS223

CAS223

CAS223
CAS222
CAS225
CAS225

CAS225
CAS225

CAS225

CAS225

CAS225

CAS225
CAS225

CAS225

CAS225

CAS225

Charidotella sexpunctata
Charidotella sexpunctata
Charidotella sexpunctata
Charidotella sexpunctata
Charidotella sexpunctata

Charidotella sexpunctata
Charidotella emarginata

Charidotella tuberculata

Charidotella tuberculata

Charidotella tuberculata

Charidotella tuberculata

Charidotella tuberculata

Charidotella tuberculata

Charidotella tuberculata

Charidotella tuberculata
Charidotella tuberculata

Charidotella tuberculata
Charidotella tuberculata

Charidotella tuberculata

IBE-JGZ-2297B
IBE-]GZ-2297C
IBE-JGZ-2302A
IBE-JGZ-2302B
IBE-]GZ-2337
IBE-JGZ-2341A
IBE-JGZ-1593
IBE-JGZ-1546A
IBE-JGZ-1552

IBE-JGZ-1569A
IBE-JGZ-1569B

IBE-JGZ-1569C

IBE-]JGZ-1576A

IBE-JGZ-1576B

IBE-JGZ-1577A
IBE-]JGZ-1577B

IBE-JGZ-1630
IBE-JGZ-1640A

IBE-JGZ-1640C

No

No

No

No

No

No

No

No

No
No

No

No

No

o T T ~

Ipomoea aristolochiifolia
(0.02092)

Gonania lupnloides, G. pohgama
0

Cissus biformifolia, C. verticillata
0

Fabaceae sp NPL0243
(0.00341)

Cissus biformifolia, C. verticillata
0

Ipomoea aristolochiifolia
(0.04979)

Ipomoea tricolor (0)

Inga edulis, 1. sapindoides
(0.00240)

Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0.00414)

Amaranthus deflexns (0)
Momordica charantia (0.00523)

Malvastrum guatemalense,
Talipariti elatum (0.01503)
Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0)

Amaranthus albus, A. dubins,
A. hybridus, A. deflexcns, A.
retroflexcus, A. tricolor (0.00862)

Ipomoea tricolor (0)
Cyclanthera carthagenensis,
Rytidostylis gracilis (0)
Ipomoea tricolor (0)

Boraginaceae sp NPL0024,
Cordia curassavica, Varronia
mnltispicata (0.00571)

Cucurbitaceae sp NPL005S,

NA
Gonania

Cissus

Fabaceae sp
NPL0243

Cissus

NA
Ipomoea trifida

Fabaceae

Fabaceae

Amaranthus

Momordica

NA

Scrophulariaceae

Amaranthus

Convolvulaceae
Sicyoeae
Convolvulaceae

Boraginales

NA

Convolvulaceae
Gonania
Vitaceae

NA

Vitaceae

NA
Convolvulaceae

Fabaceae

Fabaceae

Amaranthus

Cucurbitaceae

Malvaceae

Scrophulariaceae

Amaranthus

Convolvulaceae
Sicyoeae

Convolvulaceae
Boraginales

Cucurbitaceae

Convolvulaceae
Gonania
Vitaceae
Fabaceae
Vitaceae
Ipomoea nil
Convolvulaceae
Fabaceae
Fabaceae

Amaranthus

Momordica

Gunneridae

Scrophulariaceae

Amaranthus

Convolvulaceae
Sicyoeae

Convolvulaceae
Cotdiaceae

Cucurbitaceae

Convolvulaceae
Rhamnaceae
Vitaceae
Fabaceae
Vitaceae

Convolvulaceae
Convolvulaceae
Fabaceae
Fabaceae

Amaranthaceae

Cucurbitaceae

Pentapetalae

Scrophulariaceae

Amaranthaceae

Convolvulaceae
Sicyoeae

Convolvulaceae
Cotdiaceae

Cucurbitaceae



[C

CAS225
CAS225
CAS225
CAS225
CAS220

CAS220

CAS220
CAS220
CAS220

CAS220

CAS220

CAS220

CAS220

CAS220
CAS243
CAS221
CAS221

CAS221
CAS221

Charidotella tubercnlata
Charidotella tubercnlata
Charidotella tubercnlata
Charidotella tnbercnlata

Microctenochira sp.1
Microctenochira sp.1

Microctenochira sp.1
Microctenochira sp.1

Microctenochira sp.1
Microctenochira sp.1

Microctenochira sp.1

Microctenochira sp.1

Microctenochira sp.1

Microctenochira sp.1
Microctenochira sp.2
Microctenochira hectica
Microctenochira hectica

Microctenochira hectica

Microctenochira hectica

IBE-JGZ-2267A
IBE-JGZ-2267B
IBE-JGZ-2339B
IBE-JGZ-2339C
IBE-JGZ-1539A

IBE-JGZ-1539B
IBE-JGZ-1603
IBE-JGZ-1612
IBE-JGZ-1614

IBE-JGZ-1618A

IBE-JGZ-1618B

IBE-JGZ-1939

IBE-JGZ-1984

IBE-JGZ-2298
IBE-JGZ-2268
IBE-JGZ-1550A
IBE-JGZ-1550B
IBE-JGZ-1560
IBE-]JGZ-1561A

No
No
No
No

No

o o T T T o

o T A o o

oA~ T T T o

Cucurbitaceae sp NPL0017
©

Heliconia nutans (0.00934)
Sida rhombifolia (0.01360)
Cordia alliodora (0)

Chiococea alba (0.00387)

Ipomoea carnea (0.00729)

Amaranthus albus, A. dubins,
A. hybridus, A. deflexcns, A.
retroflexcus, A. tricolor (0.00862)

Ipomoea nil (0.00496)

Ipomoea nil (0.00495)
Merremia quinguefolia (0)
Ipomoea aristolochiifolia
(0.02092)

Cordia alliodora (0)
Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017
(0.00414)

Cucurbitaceae sp NPL0058,
Cucurbitaceae sp NPL0017
(0.00416)

Sida spinosa (0.01680)
Convolvulaceae sp NPL0138
)

Ipomoea imperati (0.00246)
Calopogoninm mucnnoides

(0.00699)
Ipomoea nil (0.005)

Lantana urticifolia, L. hirta (0)

Heliconia nutans
NA

Cordia
Chiococea alba

Ipomoea carnea
Amaranthus

Ipomoea nil
Ipomoea nil

Merremia
NA

Cordia

NA

NA

NA
NA

Ipomwea imperati

Heliconia
Sida

Cordia
Chiococceae

Ipomoea
Amaranthus

Convolvulaceae
Convolvulaceae

Merremia
Convolvulaceae

Cordia

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Malvoideae
Convolvulaceae

Ipomwea imperati

Cﬂ//}t

n des

Cﬂ//}t
s

Heliconia

Sida

Cordia
Cinchonoideae

Ipomwea carnea
Amaranthus

Ipomoea nil
Ipomoea nil

Merremia
Convolvulaceae

Cordia

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Sida spinosa
Convolvulaceae

Ipomwea imperati

Calopogoninm
)

Ipomoea nil

NA

Convolvulaceae

Lantaneae

Ipomoea nil

Pentapetalae

Heliconia
Sida
Boraginales
Rubiaceae

Ipomoea
Amaranthaceae

Convolvulaceae
Convolvulaceae

Merremia
Convolvulaceae

Boraginales

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Malvoideae
Convolvulaceae
Convolvulaceae
Fabaceae

Convolvulaceae

Lantaneae



10
11

11

CAS221

CAS221

CAS221

CAS221

CAS221

CAS221

CAS221

CAS221
CAS227

CAS226

CAS226
CAS226
CAS226

CAS226

CAS226

CAS249
CAS230

CAS230

Microctenochira hectica

Microctenochira hectica

Microctenochira hectica

Microctenochira hectica

Microctenochira hectica

Microctenochira hectica

Microctenochira hectica

Microctenochira hectica

Microctenochira bonvouloiri

Microctenochira bonvonloiri

IBE-JGZ-1561C
IBE-JGZ-1585

IBE-JGZ-1599
IBE-JGZ-1643B
IBE-JGZ-1647A

IBE-]JGZ-1647B

IBE-JGZ-1649
IBE-]GZ-2249B
IBE-JGZ-2280A
IBE-JGZ-1574A
IBE-JGZ-2273A
IBE-JGZ-2274A
IBE-JGZ-2281A

IBE-]JGZ-2281B

IBE-]GZ-2281C

IBE-]GZ-2292B
IBE-JGZ-1987

IBE-JGZ-2279A

No

No

No
No

No

No

No

No

No

No

o o T o

Cyclanthera carthagenensis,
Rytidostylis gracilis (0)

Ipomoea aristolochiifolia
(0.02845)

Ipomoea nil (0.00626)
Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017
©)

Ipomoea tricolor (0)
Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017
©)

Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017
©)

Gmelina villosa (0.00845)

Gmelina villosa (0.00563)

Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0)

Heliconia nutans (0.00699)
Heliconia nutans (0.00700)
Sida spinosa (0.05172)

Piper arborenm, P. augustum, P.
tuberculatum (0)
Cucurbitaceae sp NPL0058,
Cucurbitaceae sp NPL0017
©)

Iresine diffusa (0)

Samanea saman, Fabaceae sp

NPLO0462 (0)
Cestrum scandens (0.002006)

Sicyoeae
NA

Ipomoea nil
NA
Ipomoea trifida

NA

NA

Gmelina villosa

Gmelina villosa
Scrophulariaceae

Heliconia nutans
Heliconia nutans

NA
Piper
NA

Iresine diffusa
Fabaceae

Cestrum scandens

Sicyoeae
Convolvulaceae

Ipomoea
Cucurbitaceae
Convolvulaceae

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Gmeelina villosa

Gmelina villosa
Scrophulariaceae

Heliconia
Heliconia

NA

Piper

Cucurbitaceae

Iresine diffusa
Fabaceae

Cestrum

Sicyoeae
Ipomoea nil

Ipomoea nil
Cucurbitaceae
Convolvulaceae

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Gmelina

Gmelina

Buddleja

anmericana
Zingiberales
Zingiberales
Sida spinosa

Piper angustum

Cucurbitaceae

Iresine diffusa
Fabaceae

Cestrum scandens

Sicyoeae
Convolvulaceae

Convolvulaceae
Cucurbitaceae
Convolvulaceae

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Lamiaceae

Lamiaceae
Scrophulariaceae

Zingiberales
Zingiberales
Malvoideae

Piper

Cucurbitaceae

Amaranthaceae
Fabaceae

Cestrum
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11
12

12
13

13
13

13

13

13
13

14

15

15

16
16

17

17

17

17
17
17

CAS230

CAS230
CAS229

CAS229

CAS228
CAS228
CAS228

CAS228

CAS228

CAS228
CAS228

CAS252

CAS248

CAS248

CAS253
CAS253

CAS237
CAS237
CAS237

CAS231
CAS231
CAS231

Microctenochira bonvouloiri

Microctenochira bonvouloiri

Tapinaspis wesmaeli

Charidotella opulenta
Charidotella opulenta

Agroiconota propinqua
Agroiconota propinqua
Agroiconota propinqua
Agroiconota propinqua
Agroiconota propinqua

Agroiconota propingua

IBE-JGZ-2279C

IBE-JGZ-2338
IBE-JGZ-2260

IBE-|GZ-2294
IBE-JGZ-1555
IBE-JGZ-1564A
IBEJGZ-1564B
IBE-JGZ-1578A
IBE-JGZ-1578B
IBE-JGZ-1929
IBE-JGZ-1933
IBE-|GZ-2494
IBE-JGZ-2289A
IBE-JGZ-2289B
IBE-JGZ-2493A
IBE-JGZ-2493B
IBE-JGZ-1558A
IBE-JGZ-1558B
IBE-JGZ-1558C
IBE-JGZ-1604
IBEJGZ-1623
IBE-]GZ-2262

No

No
No
No
No
No

No
No
No

o T T o~ A T T o
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Piper arboreum, P. augustum, P.

tuberculatum (0)
Iresine diffusa (0)

Heliconia nutans (0.00702)

Lonchocarpus minimiflorns (0)

Baltimora recta (0)

Musa acuminata (0.00370)

Baltimora recta (0)

Lencaena salvadorensis, L.
multicapitula (0.00223)
Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0.00829)

Melanthera nivea (0.00460)

Melanthera nivea (0)

Pithecellobinm oblongum

(0.00366)

Bravaisia integerrima (0.00534)
Fabaceae sp NPL0243 (0)
Mitragyna parvifolia (0.05625)
Guaiacum sanctum (0)

Cestrum nocturnum (0)

Cissus microcarpa (0)

Boraginaceae sp NPL0024

(0.00680)

Ipomoea nil (0.00251)
Ipomoea clavata (0.00403)
Heliconia nutans (0.00235)

Piper
Iresine diffusa

Heliconia nutans
Lonchocarpus
minimiflorus
Baltimora recta

Musa

Baltimora recta

Leucaena

Fabaceae
Melanthera nivea
Heliantheae

Pithecellobinm

Bravaisia
integerrima
Fabaceae sp
NPL0243

NA

Guaiacum sanctum
Cestrum

Vitaceae
Boraginales

Ipomoea nil
Convolvulaceae

Heliconia nutans

Piper
Amaranthaceae
Heliconia
Fabaceae
Heliantheae

Petrosaviidae

Heliantheae

Mimoseae

Fabaceae

Asteraceae

Asteraceae

Fabaceae
Acanthaceae

NA

NA

Guaiacum
Cestrum
Vitaceae
Boraginales

Ipomoea
Convolvulaceae

Heliconia

Piper angustum

Iresine diffusa

Heliconia
Lonchocarpus
minimiflorns
Baltimora recta

Musa

Baltimora recta

Leucaena

Fabaceae
Melanthera nivea
Melanthera nivea

Fabaceae

Bravaisia
integerrima

Fabaceae
Rubiaceae

Guaiacum

Cestrum
nocturnun

Vitaceae
Boraginales
2

Ipomoea nil
Convolvulaceae

Heliconia

Piper
Amaranthaceae
Heliconia
Lonchocarpus

Asteraceae
Musa

Asteraceae

Fabaceae

Fabaceae

Heliantheae

Heliantheae

Fabaceae
Acanthaceae

Fabaceae

Rubiaceae

Guaiacum
Cestrum
Vitaceae
Boraginales

Convolvulaceae
Convolvulaceae

Heliconia



18

18

18
18
19
19
19

19

19

19

19

19

19

19

19

19

19

19

19
19

CAS242

CAS242

CAS242
CAS242
CAS217
CAS217
CAS217

CAS217
CAS217
CAS217
CAS217
CAS217
CAS217

CAS217

CAS217

CAS217
CAS217
CAS217

CAS250
CAS217

Charidotis anroguttata

Charidotis anroguttata

Charidotis anroguttata
Charidotis anroguttata
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus

Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus

Ischnocodia annulus

Ischnocodia annulus

Lschnocodia annulus
Lschnocodia annulus
Ischnocodia annulus

Ischnocodia annulus

Ischnocodia annulus

IBE-JGZ-1565A

IBE-JGZ-1565B

IBE-JGZ-1565C
IBE-JGZ-2265A
IBE-JGZ-1545
IBE-JGZ-1556A
IBE-JGZ-1556B
IBE-JGZ-1586A
IBE-JGZ-1586B
IBE-JGZ-1590A
IBE-JGZ-1590B
IBE-]JGZ-2254B
IBE-]JGZ-2293A

IBE-]GZ-2293B

IBE-JGZ-2293C

IBE-JGZ-2301A
IBE-JGZ-2301B
IBE-]GZ-2303
IBE-]GZ-2304
IBE-JGZ-2305B

No

No
No
No
No
No

No

No

No

No
No

No

No
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Cestrum nocturnum (0)

Buddleja americana,

Scrophulariaceae sp

NPL0007 (0)

Amaranthus deflexus (0)
Heliconia nutans (0.00469)

Cordia alliodora (0)
Cordia alliodora (0)

Amaranthus deflexns (0)

Lysiloma divaricatum, Fabaceae
sp NPL0396 (0.01084)

Cordia boringuensis (0.01923)

Vachellia melanoceras, 1.

pennatula (0)

Amaranthus hybridus, A.
retroflexcus, A. tricolor (0.00657)

Turnera diffusa, T. scabra (0)
Pithecellobinm seleri, P. dulce, P.

lanceolatum (0)
Cordia dentata (0)

Cayaponia racemosa,

Cucurbitaceae sp NPL0060

©

Diospyros eriantha (0.02777)

Cordia collococea (0.00381)
Eugenia acapuleensis, E.
axillaris, E. cuprea (0)
Mitragyna parvifolia (0.05625)

Sida spinosa (0.05172)

Cestrum

Scrophulariaceae

Amaranthus
Heliconia nutans
Cordia

Cordia

Amaranthus
NA
NA

Vachellia

Amaranthus
Turnera
Pithecellobinm

Cordia dentata

Cucurbitaceae

NA
Cordia
Eugenia
NA
NA

Cestrum

Scrophulariaceae

Amaranthus
Heliconia
Cordia
Cordia

Amaranthus
Fabaceae
Cordia
Acacieae
Amaranthus
Turnera

Fabaceae

Cordia

Cucurbitaceae

Diospyros
Cordia
Myrtaceae

NA
NA

Cestrum
nocturnunm

Buddleja

americana

Amaranthus
Zingiberales
Cordia
Cordia

Amaranthus
Fabaceae
Cordia

Vachellia

Amaranthus
Turnera
Fabaceae

Cordia dentata

Cucurbitaceae

Diospyros
salicifolia
Cordia
Myrtaceae
Rubiaceae

Sida spinosa

Cestrum

Scrophulariaceae

Amaranthaceae
Zingiberales
Boraginales

2
Boraginales

2

Amaranthaceae
Fabaceae
Cordia
Mimosoideae
Amaranthus
Pentapetalae
Fabaceae

Cordia

Cucurbitaceae

Diospyros
Cordia
Myrtaceae

Rubiaceae

Malvoideae



19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19
19

19

CAS217
CAS217
CAS217
CAS217
CAS217
CAS217
CAS250
CAS217
CAS217
CAS217
CAS217
CAS217
CAS217
CAS217
CAS217
CAS217
CAS217
CAS217
CAS217
CAS217
CAS217

CAS217

Lschnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Lschnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Lschnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Lschnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Lschnocodia annulus
Lschnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Lschnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Lschnocodia annulus
Ischnocodia annulus

Ischnocodia annulus

Ischnocodia annulus

IBE-JGZ-2305C
IBE-JGZ-2306A
IBE-JGZ-2306B
IBE-JGZ-2307
IBE-JGZ-2308
IBE-JGZ-2310
IBE-JGZ-2312
IBE-JGZ-2314A
IBE-JGZ-2314B
IBE-JGZ-2316A
IBE-JGZ-2316B
IBE-JGZ-2317A
IBE-JGZ-2317B
IBE-JGZ-2317C
IBE-JGZ-2319A
IBE-JGZ-2319B
IBE-JGZ-2320
IBE-JGZ-2321A
IBE-JGZ-2321B
IBE-JGZ-2321C
IBE-JGZ-2322A

IBE-JGZ-2323C

No
No
No
No

g oo T T @~ T T T T T U T T T oo o T oo

Fabaceae sp NPL0243
(0.00340)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Mitragyna parvifolia (0.05625)
Sida spinosa (0.05665)

Mitragyna parvifolia (0.05625)

Lasiacis ruscifolia, Poaceae sp
NPL0224 (0)

Mitragyna parvifolia (0.05625)

Persicaria orientalis, P. punctata,
P. tomentosa (0.01129)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Persicaria lapathifolia (0.01201)
Sida acuta (0.01875)
Mitragyna parvifolia (0.05625)
Sida acnta (0.02881)

Cordia allisdora (0)

Sida spinosa (0.05329)

Sida spinosa (0.05159)
Aphelandra scabra (0)

Chiococea alba (0)

Chiococea alba (0)

Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017

©

Fabaceae sp
NPL0243

NA
Fabaceae
NA

NA

NA

NA
Poaceae
NA

NA

NA

NA

NA

NA

Cordia

NA

NA
Aphelandra
Chiococceae

Chiococceae

NA

NA

NA

Fabaceae

NA

NA

NA

NA

Poaceae

NA
Polygonoideae
NA
Polygonoideae
Sida

NA

Sida

Cordia

NA

NA
Aphelandra

Chiococceae

Chiococceae

Cucurbitaceae

Fabaceae
Rubiaceae
Fabaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Sida spinosa
Rubiaceae
Poaceae
Rubiaceae
Polygonaceae

Rubiaceae
Polygonaceae
Sida
Rubiaceae
Sida

Cordia

Sida spinosa
Sida spinosa

Aphelandra
leonardii

Cinchonoideae

Cinchonoideae

Cucurbitaceae

Fabaceae
Rubiaceae
Fabaceae
Rubiaceae
Rubiaceae
Malvoideae
Rubiaceae
Poaceae
Rubiaceae
Polygonaceae

Rubiaceae
Polygonaceae
Sida
Rubiaceae
Sida
Boraginales
Malvoideae
Malvoideae

Aphelandra

Cinchonoideae

Cinchonoideae

Cucurbitaceae



19

19

19

19

19
19
21
22
22
22
22
22
22

22

22

22
22
22
23

23

24

CAS217

CAS217

CAS217

CAS217

CAS250
CAS217
CAS215
CAS218
CAS218
CAS218
CAS218
CAS218
CAS218

CAS218

CAS218

CAS218
CAS218
CAS218
CAS251

CAS251

CAS234

Ischnocodia annulus

Ischnocodia annulus

Ischnocodia annulus

Lschnocodia annulus
Ischnocodia annulus
Lschnocodia annulus

Coptocycla leprosa

Omrocerus caeruleopunctatus

Omrocerus caeruleopunctatus

Physonota alutacea

IBE-JGZ-2325B
IBE-JGZ-2325C

IBE-]JGZ-2327B

IBE-JGZ-2329B
IBE-]GZ-2330
IBE-]GZ-2334B
IBE-]GZ-2472
IBE-JGZ-1541A
IBE-JGZ-1541B
IBE-]GZ-2257
IBE-]GZ-2259
IBE-JGZ-2264A
IBE-JGZ-2278A
IBE-JGZ-2287A
IBE-JGZ-2287C
IBE-]GZ-2290
IBE-JGZ-2296B
IBE-JGZ-2300A
IBE-JGZ-1658

IBE-JGZ-2480

IBE-JGZ-2403A

No

No

No

o
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Chiococea alba (0)

Cayaponia racemosa,
Cucurbitaceae sp NPL0060
(0.01075)

Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0)

Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0.00829)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Serjania atrolineata (0.01107)
Cordia alliodora (0.00327)
Celtis ignanaea (0)

Bonellia nervosa (0)

Heliconia nutans (0.00235)
Heliconia nutans (0.00235)

Heliconia nutans (0.00467)
Heliconia nutans (0.00239)
Pithecellobinm oblongum
(0.00687)

Calopogonium caeruleum,

Fabaceae sp NPL0211 (0)
Sida cordifolia (0.05641)

Maclura tinctoria (0)
Simaronba amara (0.03785)

Cordia collococca (0)

Cordia nodosa, C. sp., C. sagotii,
C. naidophila, C. ncayaliensis, C.
excaltata (0.01069)
Boraginaceae sp NPL0024
(0.00390)

Chiococceae

NA

Fabaceae

Fabaceae

NA

NA

Cordia

Celtis ignanaea
Ericales
Heliconia nutans
Heliconia nutans
Heliconia nutans

Heliconia nutans

Pithecellobinm
oblongnm

Fabaceae

NA

Maclura tinctoria
NA

Cordia

NA

Boraginales
g2

Cinchonoideae

Cucurbitaceae

Fabaceae

Fabaceae
NA
Sapindaceae
Cordia

Celtis
Ericales
Heliconia
Heliconia
Heliconia

Heliconia

Fabaceae

Fabaceae

NA
Maclura tinctoria
Simaronba amara

Cordia

Cordia

Boraginales
g2

Cinchonoideae

Cucurbitaceae

Fabaceae

Fabaceae

Rubiaceae
Sapindaceae
Cordia

Celtis ignanaea
Ericales
Zingiberales
Zingiberales
Zingiberales
Zingiberales

Fabaceae

Fabaceae

Sida spinosa
Maclura tinctoria
Simaronba amara

Cordia

Cordia

Boraginales
g2

Cinchonoideae

Cucurbitaceae

Fabaceae

Fabaceae

Rubiaceae
Sapindaceae
Boraginales
Celtis
asterids
Zingiberales
Zingiberales
Zingiberales
Zingiberales

Fabaceae

Fabaceae

Malvoideae
Maclura tinctoria
Simaroubaceae

Cordia

Cordia

Boraginales
g2



24

24
24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

24

CAS234

CAS235
CAS234

CAS234

CAS235

CAS234

CAS235

CAS235

CAS234

CAS234

CAS234

CAS234

CAS234

CAS234

CAS234

CAS234

CAS234

CAS234

CAS234

CAS234

Physonota alutacea

Physonota alutacea

Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea

Physonota alutacea

IBE-JGZ-2403B
IBE-JGZ-2411
IBE-]GZ-2414
IBE-]GZ-2418
IBE-]GZ-2473
IBE-]GZ-2474
IBE-]GZ-2476
IBE-]GZ-2477
IBE-]GZ-3446
IBE-]GZ-3447
IBE-]GZ-3448
IBE-]GZ-3450
IBE-JGZ-3451
IBE-]GZ-3452
IBE-]GZ-3453
IBE-]GZ-3454
IBE-]GZ-3455
IBE-]GZ-3456
IBE-]GZ-3457

IBE-JGZ-3458

No

No

No

No

No

St

St

St

St

St

St

St

St

St

St

St

St
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Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0.01834)

Oplismenus burmannii (0)
Varronia sessilifolia (0)
Boraginaceae sp NPL0024,
Cordia pringlei (0)

Cordia spinescens (0)
Boraginaceae sp NPL0024,
Cordia pringlei (0)
Boraginaceae sp NPL0024,
Cordia pringlei (0)

Cordia spinescens (0)

Bursera ovalifolia, B. simaruba,
Burseraceae sp NPL0661 (0)
Boraginaceae sp NPL0024,
Cordia pringlei (0)
Boraginaceae sp NPL0024
(0.00359)

Boraginaceae sp NPL0024,
Cordia pringlei (0)
Boraginaceae sp NPL0024
(0.00367)

Boraginaceae sp NPL0024,
Cordia curassavica, C. pringlei (0)
Boraginaceae sp NPL0024,
Cordia pringlei (0)

Cordia pringlei (0)
Boraginaceae sp NPL0024
(0.00361)

Cordia pringlei (0)
Boraginaceae sp NPL0024
(0.00378)

Boraginaceae sp NPL0024
(0.00363)

NA

Poaceae

Boraginales
2
Boraginales
2
Cordiaceae
Boraginales
2
Boraginales
2
Cordiaceae
Burseraceae
Boraginales
2
Boraginales
2
Boraginales
2
Boraginales
2
Boraginales
2
Boraginales
2
Boraginales
2
Boraginales
2
Boraginales
2
Boraginales
2

Boraginales
g2

Fabaceae

Poaceae

Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Burseraceae
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2

Boraginales
g2

Fabaceae

Poaceae

Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Burseraceae
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2

Boraginales
g2

Fabaceae

Poaceae

Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Burseraceae
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2
Boraginales
g2

Boraginales
g2



24

24
24
24

24

24
24

24

24

24
24
24
24
24

24

24

24

25

25

25

26
26

CAS234

CAS234
CAS234
CAS234

CAS234

CAS234
CAS234

CAS234

CAS234

CAS234
CAS234
CAS234
CAS234
CAS234

CAS234

CAS234

CAS234

CAS233

CAS233

CAS233

CAS232
CAS232

Physonota alutacea

Physonota alutacea
Physonota alutacea

Physonota alutacea
Physonota alutacea

Physonota alutacea

Physonota alutacea

Physonota alutacea

Physonota alutacea

Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea
Physonota alutacea

Physonota alutacea

Physonota alutacea

Physonota alutacea

Physonota alutacea
Physonota sp.
Physonota sp.
Physonota sp.

Physonota gigantea

Physonota gigantea

IBE-]GZ-3459
IBE-]GZ-3460
IBE-JGZ-3461
IBE-]GZ-3462
IBE-]GZ-3463
IBE-]GZ-3465
IBE-]GZ-3466
IBE-]GZ-3467
IBE-]GZ-3468

IBE-JGZ-3479A

IBE-JGZ-3479B
IBE-JGZ-3481
IBE-]GZ-3482
IBE-]GZ-3483
IBE-]GZ-3484
IBE-]GZ-3485
IBE-]GZ-3486

IBE-JGZ-2402A

IBE-JGZ-2402B
IBE-]GZ-2469

IBE-JGZ-2404A

IBE-JGZ-2405A

St

St
St

St

St

St

St

St

St

St

St

St

St

St

St

No

No

No

No
No
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Boraginaceae sp NPL0024

(0.00366)
Cordia pringlei (0)
Cordia spinescens (0)

Cordia spinescens (0.00492)
Boraginaceae sp NPL0024,

Cordia pringlei (0)
Cordia dentata (0)
Cordia spinescens (0)

Varronia inermis, Cordia
spinescens (0)

Varronia inermis, Cordia
spinescens (0)

Cordia dentata (0)

Cordia dentata (0)
Cordia dentata (0)
Cordia spinescens (0)
Cordia spinescens (0)

Varronia inermis, Cordia
spinescens (0)

Lonchocarpus heptaphyllus, L.

phlebophyllus (0)
Varronia inermis, Cordia
spinescens (0)

Iresine diffusa (0.00377)

Fabaceae sp NPL0002, Senna

septemtrionalis (0.0125)

Bourreria succnlenta, B. virgata

(0.00320)
Sida acuta (0.02857)

Serjania lobulata, S. triguetra

Boraginales

Cordiaceae
Cordiaceae

Cordiaceae
Boraginales

Cordia dentata

Cordiaceae

Cordiaceae

Cordiaceae

Cordia dentata
Cordia dentata
Cordia dentata
Cordiaceae

Cordiaceae

Cordiaceae
Lonchocarpus
Cordiaceae
Iresine diffusa
NA

Bourreria

NA

Serjania

Boraginales

Boraginales
Boraginales

Boraginales
Boraginales

Cordia

Boraginales

Boraginales

Boraginales

Cordia
Cordia
Cordia
Boraginales

Boraginales
Boraginales
Fabaceae
Boraginales
Iresine diffusa
Fabaceae
Bourreria
Sida

Serjania

Boraginales
Boraginales
Boraginales
Boraginales
Boraginales
Cordia dentata
Boraginales

Boraginales

Boraginales
Cordia dentata
Cordia dentata
Cordia dentata
Boraginales
Boraginales
Boraginales

Lonchocarpus
phlebophyllus

Boraginales
Iresine diffusa
Fabaceae
Bourreria
Sida

Serjania

Boraginales

Boraginales
Boraginales

Boraginales
Boraginales

Cordia

Boraginales

Boraginales

Boraginales

Cordia
Cordia
Cordia
Boraginales

Boraginales

Boraginales
Lonchocarpus
Boraginales
Amaranthaceae
Fabaceae

Ehretiaceae

Malvaceae

Sapindaceae



26

26
26
26
26

27

27

27

27

27

27

27

27
27
27

27

27

27

CAS232

CAS232
CAS232
CAS232
CAS232

CAS219

CAS219

CAS219

CAS219

CAS219

CAS219

CAS219

CAS219
CAS219
CAS219

CAS219

CAS219

CAS219

Physonota gigantea

Physonota gigantea
Physonota gigantea
Physonota gigantea

Physonota gigantea

Chelymorpha gressoria
Chelymorpha gressoria
Chelymorpha gressoria

Chelymorpha gressoria
Chelymorpha gressoria
Chelymorpha gressoria

Chelymorpha gressoria

Chelymorpha gressoria
Chelymorpha gressoria
Chelymorpha gressoria

Chelymorpha gressoria

Chelymorpha gressoria

Chelymorpha gressoria

IBE-JGZ-2405B
IBE-JGZ-2406
IBE-JGZ-2407

IBE-JGZ-3480A

IBE-JGZ-3480B

IBE-JGZ-1551A

IBE-JGZ-1551B

IBE-|GZ-1644

IBE-]JGZ-1650A

IBE-JGZ-1650C

IBE-JGZ-1663A

IBE-JGZ-1663B

IBE-JGZ-1922
IBE-JGZ-2242
IBE-JGZ-2251

IBE-JGZ-2295A

IBE-]GZ-2295B

IBE-JGZ-2470

No
No
Si
Si

No

No

No

No

No

o o o o o o

(0.00655)

Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0.00414)

Cordia boringuensis (0.01923)
Cordia boringnensis (0.01923)
Cordia dentata (0)

Randia armata (0.00760)

Cestrum nocturnum (0)

Fabaceae sp NPL0243 (0)

Hyptis mutabilis, Hyptis
pectinata (0.00392)

Hyptis mutabilis, Hyptis
pectinata (0)

Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017
(0.01442)

Hyptis mutabilis, Hyptis
pectinata (0.00299)
Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017
0

Ipomoea tricolor, 1. trifida (0)

Simsia ovata (0)
Ipomoea nil (0.00498)

Ipomoea clavata, 1. splendor
sylvae, 1. tricolor (0)

Cayaponia racemosa,
Cucurbitaceae sp NPL0060
©

Ipomoea clavata, I. tricolor (0)

Fabaceae

NA
NA
Cordia dentata

Randia armata

Cestrum

Fabaceae sp
NPL0243

Hyptis
Hyptis
NA
Hyptis
NA

Convolvulaceae
Heliantheae

Ipomoea nil

Convolvulaceae

Cucurbitaceae

Convolvulaceae

Fabaceae

Cordia
Cordia
Cordia

Rubiaceae

Cestrum
NA
Hyptis

Hyptis

NA

Hyptis

Cucurbitaceae

Convolvulaceae
Asteraceae

Convolvulaceae

Convolvulaceae

Cucurbitaceae

Convolvulaceae

Fabaceae

Cordia
Cordia
Cordia dentata

Randia armata

Cestrum
nocturnum

Fabaceae
Hyptis

Hyptis

Cucurbitaceae

Hyptis

Cucurbitaceae

Convolvulaceae
Asteraceae

Ipomoea nil

Convolvulaceae

Cucurbitaceae

Convolvulaceae

Fabaceae

Cordia
Cordia
Cordia

Rubiaceae

Cestrum
Fabaceae
Hyptis

Hyptis

Cucurbitaceae

Hyptis

Cucurbitaceae

Convolvulaceae
Asteraceae

Convolvulaceae

Convolvulaceae

Cucurbitaceae

Convolvulaceae



28
28
28
28
28

29
30
30

59
59

60

60
60
60
60
60
60
60
60
62

62

CAS246
CAS246
CAS246
CAS246
CAS246

CAS210
CAS245

CAS245

CAS241
CAS241

CAS236

CAS236
CAS236
CAS236
CAS236
CAS236
CAS236
CAS236
CAS236
CAS211

CAS239

Chelymorpha testaceomarginata

Chelymorpha testaceomarginata
Chelymorpha testaceomarginata
Chelymorpha testaceomarginata
Chelymorpha testaceomarginata

Dorynota insidiosa

Physonota attennata

Physonota attennata

Spacethiella marginata

Spacthiella marginata
Spacethiella marginata
Spacthiella marginata
Spacthiella marginata
Spacethiella marginata
Spacthiella marginata
Spacthiella marginata
Spacthiella marginata

Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa

IBE-JGZ-1570
IBE-JGZ-2272A
IBE-JGZ-2275A
IBE-JGZ-2283A
IBE-JGZ-2283B
IBE-JGZ-2410
IBE-JGZ-2269
IBE-JGZ-2282
IBE-JGZ-1935
IBE-JGZ-3464

IBE-JGZ-1573

IBE-JGZ-2263A
IBE-JGZ-2263B
IBE-JGZ-2271A
IBE-JGZ-2276A
IBE-GZ-2284
IBE-JGZ-2288A
IBE-GZ-2288B
IBE-JGZ-2288C
IBE-JGZ-1547

IBE-JGZ-1568A

=¥ A A A T T T T T T 9~
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Samanea saman, Fabaceae sp

NPL0462 (0)

Heliconia nutans (0.00700)
Heliconia nutans (0.00700)

Sida spinosa (0.05159)

Chamissoa acuminata (0)
Mitragyna parvifolia (0.05625)
Heliconia nutans (0.00938)

Tabebuia rosea (0)

Cordia dentata (0)
Cordia dentata (0)

Juglans ailanthifolia, ]. cinerea, ].
mandshurica, J. regia, Pterocarya
bupebensis, P. macroptera, P.
stenoptera, P. tonkinensis (0)

Heliconia nutans (0.00466)
Sida rhombifolia (0.03825)
Heliconia nutans (0.00702)
Heliconia nutans (0.00704)

Sida spinosa (0.05405)

Oplismenus burmannii (0.00176)

Heliconia nutans (0)

Gmelina villosa (0.00564)

Ipomoea tricolor (0)

Inga sapindoides, 1. vera, I. edulis,
L punctata, 1. thibandiana

(0.00516)

Fabaceae

Heliconia nutans
Heliconia nutans

NA

Chanissoa
acuminata

NA

Heliconia nutans
Tabebuia rosea

Cordia dentata

Cordia dentata

Juglandaceae

Heliconia nutans
NA

Heliconia nutans
Heliconia nutans
NA

Poaceae
Heliconia nutans
Gmelina villosa

Ipomoea

Fabaceae

Fabaceae Fabaceae
Heliconia Heliconia
Heliconia Heliconia

NA Malvoideae
Chamissoa Chamissoa
NA Rubiaceae
Heliconia Heliconia

NA Tabebuia rosea
Cordia Cordia dentata
Cordia Cordia dentata
Juglandaceae Juglandaceae
Heliconia Heliconia
Sida Sida
Heliconia Heliconia
Heliconia Heliconia

NA Sida spinosa
Poaceae Poaceae
Heliconia Heliconia
Gmelina villosa Gmelina
Convolvulaceae  Convolvulaceae
Fabaceae Fabaceae

Fabaceae

Heliconia
Heliconia

Pentapetalae
Charpentiera

Rubiaceae

Heliconia

Tabebuia
alliance

Cordia
Cordia

Juglandaceae

Heliconia
Malvaceae
Heliconia
Heliconia
Malvoideae
Poaceae
Heliconia
Lamiaceae

Convolvulaceae

Fabaceae



62

62

62

62

62

62

62

62

62

62

62

62

62

62

62

62

CAS239

CAS211

CAS211

CAS211

CAS211

CAS211

CAS211

CAS211

CAS211

CAS211
CAS211
CAS211

CAS272

CAS272

CAS272

CAS211

Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa

IBE-JGZ-1568B
IBE-JGZ-1602A
IBE-JGZ-1602B
IBE-JGZ-1606A
IBE-JGZ-1606B
IBE-JGZ-1610A
IBE-JGZ-1610B
IBE-JGZ-1610C

IBE-JGZ-1615

IBE-JGZ-1617A
IBE-JGZ-1617B
IBE-JGZ-1621

IBE-JGZ-1642

IBE-JGZ-1646A

IBE-]JGZ-1646B

IBE-JGZ-2245A

No

No

No

No

No

No

No
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Cayaponia palmata (0)

Inga edulis, 1. oerstediana, 1.
sapindoides (0)

Amaranthus bhybridus, A.
retroflexcus, A. tricolor (0.0125)
Inga edulis, 1. sapindoides
(0.00259)

Fabaceae sp NPL0547
(0.00754)

Inga sapindoides, I. thibands

L. edulis, I. verstediana, I. vera, 1.
punctata (0)

Fabaceae sp NPL0547
(0.00374)

Amaranthus deflexns (0)

Fabaceae sp NPL0159,
Fabaceae sp NPL0059,
Fabaceae sp NPL0188,
Mucuna prariens (0)
Mimosa albida (0)

Samanea saman, Fabaceae sp

NPL0462 (0)
Ipomoea clavata (0.00323)

Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0)

Ipomoea clavata, 1. splendor
sylvae, 1. tricolor, 1. trifida,
Convolvulaceae sp NPL0001
0

Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017
0

Aeschynomene rudis, Fabaceae
sp NPL0051 (0.00704)

Cayaponia
Fabaceae
NA

Fabaceae

Fabaceae sp
NPL0547

Fabaceae

Fabaceae sp
NPL0547

Amaranthus

Fabaceae

Mimosa albida
Fabaceae
Convolvulaceae

Fabaceae

Convolvulaceae

NA

Fabaceae

Cucurbitaceae

Fabaceae

Amaranthus

Fabaceae

NA

Fabaceae

NA

Amaranthus

Fabaceae

Mimosa
Fabaceae
Convolvulaceae

Fabaceae

Convolvulaceae

Cucurbitaceae

Fabaceae

Cayaponia
boliviensis

Fabaceae
Amaranthus

Fabaceae

Fabaceae sp
NPL0547

Fabaceae

Fabaceae sp
NPL0547

Amaranthus

Fabaceae

Mimosa albida
Fabaceae
Convolvulaceae

Fabaceae

Convolvulaceae

Cucurbitaceae

Fabaceae

Cucurbitaceae

Fabaceae

Amaranthaceae

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae

Amaranthaceae

Fabaceae

Mimosa
Fabaceae
Convolvulaceae

Fabaceae

Convolvulaceae

Cucurbitaceae

Fabaceae



62

62

62
62
62
63
63
63
63

64

64

64

64

64

64

64

CAS211

CAS211

CAS211
CAS272
CAS272
CAS247
CAS247
CAS247
CAS247

CAS213

CAS213
CAS213

CAS240

CAS213

CAS213

CAS213

Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa

Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa
Deloyala fuliginosa

Helocassis clavata

Helocassis clavata
Helocassis clavata

Helocassis clavata
Helocassis clavata

Helocassis clavata

Helocassis clavata

IBE-JGZ-2247A

IBE-JGZ-2247B
IBE-JGZ-2258
IBE-JGZ-2261
IBE-JGZ-2489

IBE-JGZ-2266A

IBE-JGZ-2266B

IBE-JGZ-2277A

IBE-JGZ-2277B

IBE-JGZ-1563A

IBE-JGZ-1563B

IBE-JGZ-1563C
IBE-JGZ-1571

IBE-JGZ-1594A

IBE-JGZ-1594B

IBE-JGZ-1594C

No

No

No
No
No
No

No

No

No

No

No

No

No

o o o o o o o o o

Actinidia callosa, A. cylindrica,
A. deliciosa, A. farinosa, A.
Sortunatii, A. fulvicoma, A.
lancocallosa, A. hemsleyana, A.
henry, A. indochinensis, A.
latifolia, A. laevissima, A.
p .

199 sis, A.

rubricanlis, A. rudis, A.
suberifolia, A. sp., A. venosa

(0.00543)

Ipomoea clavata, 1. splendor sylvae

(0.00460)

Heliconia nutans (0.00470)
Heliconia nutans (0.00467)
Ipomoea clavata (0.00366)

Heliconia nutans (0.00699)
Sida rhombifolia (0.01123)
Heliconia nutans (0.00735)

Sida rhombifolia (0.02439)
Hyptis mutabilis, Hyptis

pectinata (0)

Calopogoninm mucnnoides (0)

Amaranthus deflexcns (0.01428)

Cissus microcarpa, Vitaceae sp

NPL0177 (0)

Solanaceae sp NPL0418 (0)
Fabaceae sp NPL0547

(0.01449)

Cayaponia racemosa,

Cucurbitaceae sp NPL0060

©

Actinidia Actinidiaceae Ericales
Convolvulaceaec  Convolvulaceae  Convolvulaceae
Heliconia nutans ~ Heliconia Heliconia
Heliconia nutans Heliconia Zingiberales
Convolvulaceae  Convolvulaceae  Convolvulaceae
Heliconia nutans Heliconia Zingiberales
NA Sida Sida
Heliconia nutans Heliconia Zingiberales
NA Sida Sida
Hyptis Hyptis Hyptis
Calgp Calgp Calopogoninm
ncunoides ncunoides cnnoides
NA Amaranthus Amaranthus
Vitaceae Vitaceae Vitaceae
Solanaceae sp Solanaceac Solanaceae sp
NPL0418 NPL0418
Mo D
Cucutbitaceae Cucutbitaceae Cucutbitaceae

Ericales

Convolvulaceae
Heliconia
Zingiberales
Convolvulaceae
Zingiberales
Malvaceae
Zingiberales
Malvaceae
Hyptis

Fabaceae
Amaranthaceae

Vitaceae
Solanaceae

Fabaceae

Cucurbitaceae



64

65

65

65
65

65

65

65
65
65
65
65
65
65
65
65
65
65

65

65

65

CAS213

CAS212

CAS212

CAS212
CAS212

CAS212

CAS212

CAS212
CAS212
CAS212
CAS212
CAS212
CAS212
CAS212
CAS212
CAS212
CAS212
CAS212

CAS212

CAS212

CAS212

Helocassis clavata
Parorectis rugosa

Parorectis rugosa

Parorectis rugosa

Parorectis rugosa

Parorectis rugosa

Parorectis rugosa

Parorectis rugosa
Parorectis rugosa
Parorectis rugosa
Parorectis rugosa
Parorectis rugosa
Parorectis rugosa
Parorectis rugosa
Parorectis rugosa
Parorectis rugosa
Parorectis rugosa

Parorectis rugosa

Parorectis rugosa

Parorectis rugosa

Parorectis rugosa

IBE-JGZ-1993
IBE-JGZ-1540A
IBE-JGZ-1540B

IBE-]GZ-1557

IBE-JGZ-1583

IBE-JGZ-1632A

IBE-]JGZ-1632B

IBEJGZ-1635
IBE-JGZ-1636
IBEJGZ-1637
IBE-JGZ-1638
IBE-JGZ-1639
IBE-JGZ-1641A
IBE-JGZ-1654
IBEJGZ-1655
IBEJGZ-1659
IBE-JGZ-1661
IBEJGZ-1665

IBE-JGZ-1669A

IBE-JGZ-1669C

IBE-JGZ-1919

o o oo o

o
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Solanum americanum, .
diphyllum (0)

Solanum erianthum, S. lepidotum
(0.04935)

Samanea saman, Fabaceae sp
NPL0462 (0)

Physalis pruinosa (0.00759)
Physalis gracilis (0.00190)

Physalis angnlata, Solanaceae
sp NPL0004 (0)

Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0)

Physalis gracilis (0)
Physalis gracilis (0)
Physalis gracilis (0)
Physalis gracilis (0)
Physalis gracilis (0)
Hyptis mutabilis, Hyptis
pectinata (0.02564)

Physalis gracilis (0)

Physalis gracilis (0.00378)
Physalis gracilis (0.00207)
Physalis gracilis (0.00207)
Physalis pruinosa (0)

Physalis angnlata, Solanaceae
sp NPL0004 (0)
Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017
©)

Physalis gracilis (0)

Solanum
NA

Fabaceae
Physalis pruinosa
Physalis

Solanaceae

Scrophulariaceae

Physalis
Physalis
Physalis
Physalis
Physalis
NA

Physalis
Physalis
Physalis
Physalis
Physalis

Solanaceae

NA

Physalis

Solanum
NA

Fabaceae

Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Scrophulariaceae

Solanaceae
Solanaceae
Solanaceae
Solanaceae
Solanaceae
Hyptis
Solanaceae
Physalis
Solanaceae
Solanaceae

Solanaceae

Solanaceae

Cucurbitaceae

Solanaceae

Solannm
Solannm

Fabaceae
Solanaceae
Physalis gracilis

Solanaceae

Scrophulariaceae

Physalis gracilis
Physalis gracilis
Physalis gracilis
Physalis gracilis
Physalis gracilis
Hyptis
Physalis gracilis
Physalis gracilis
Physalis gracilis
Physalis gracilis
Physalis pruinosa

Solanaceae

Cucurbitaceae

Physalis gracilis

Solanum
Solanaceae

Fabaceae
Solanaceae
Physalis

Solanaceae

Scrophulariaceae

Physalis
Physalis
Physalis
Physalis
Physalis
Lamiaceae
Physalis
Physalis
Physalis
Physalis
Physalis

Solanaceae

Cucurbitaceae

Physalis



65 CAS212 Parorectis rugosa IBE-JGZ-1921 No Physalis gracilis (0) Physalis Solanaceae Physalis gracilis Physalis
66 CAS214 IBE-JGZ-1572A  No Cestrum scandens (0) Cestrum scandens — Cestrum Cestrum scandens — Cestrum
66 CAS214 IBEJGZ1572B No Stachytarpheta jamaicensis O)  Stachytarpheta  Stachytarpheta 2D @pheta - Stackytapheta
- - - Jamaicensis Jamaicensis
66 CAS214 IBE-JGZ-1631A  No b Cestrum nocturnum (0) Cestrum Cestrum Cestrum Cestrum
nocturnunm
66 CAS214 IBE-JGZ-1631B No b Ipomoea tricolor (0) Ipomoea tricolor Convolvulaceae  Convolvulaceae  Convolvulaceae
66 CAS214 IBE-JGZ-1666A  No b Calopogonium nucunoides (0) Czilap 0g{;;zzrum Calep 0g{1jmtm Calep 0g{1jmtm Fabaceae
Cucurbitaceae sp NPL005S,
66 CAS214 IBE-JGZ-1666B No b Cucurbitaceae sp NPL0017 NA Cucurbitaceae Cucurbitaceae Cucurbitaceae
©)
1 CAS215 Coptocycla | IBEJGZ-1656 No d  Coiagerascanthus, C. Cord Cordi Cordi Boraginal
arva D E “optocycla leprosa -JGZ-1656 o megalantha (0) “ordia “ordia “ordia oraginales
latva CAS274 IBE-JGZ-1657 No d  Cordia dentata (0) Cordia dentata Cordia Cordia dentata Cordia
B. Hispini
Esp. . . . . . Distancia  Distancia Criterio Criterio
Mspp. P Taxon Voucher CL TA Mejor coincidencia (distancia) 0 0 . .
motfomol 1% 4% liberal estricto
31 HIS205 IBE-JGZ-2030  No d  Oplismenus burmannii (0) Poaceae Poaceae Poaceae Poaceae
31 HIS205 IBE-JGZ-2212A° No b Oplismenus burmannii (0.00727) /?f ﬁ:;";’l” Poaceac Poaceac Poaceac
Malvaceae sp NPL0596, Triumfetta
31 HIS205 IBE-JGZ-2212B No b calderonii, T lappula (0.00263) Malvaceae Malvaceae Malvaceae Malvaceae
Fabaceae sp
31 HIS205 IBE-JGZ-2212C No b  Fabaceae sp NPL0243 (0) NPL0243 NA Fabaceae Fabaceae
31 HIS205 IBE-]JGZ-2213 No b Pfaffia aurata (0) Pfaffia anrata Pfaffia anrata Pfaffia anrata Amaranthaceae
31 HIS205 IBE-JGZ-2393 No d  Lasiacis ruscifolia, Poaceae sp NPL0224 (0)  Poaceae Poaceae Poaceae Poaceae
32 HIS256 IBE-JGZ-2223A  No b Lasiacis ruscifolia, Poaceae sp NPL0224 (0)  Poaceae Poaceae Poaceae Poaceae
32 HIS256 IBE-JGZ-2223B  No b Cyclanthera carthagenensis, Rytidostylis gracilis ~ Sicyoeae Sicyoeae Sicyoeae Sicyoeae



33
33

34
34

35

35

35

35
35
35

35

35

35
35
35

35

35
35

35

36

36

37
37

HIS206
HIS206

HIS269
HIS269

HIS208

HIS208

HIS208

HIS208
HIS208
HIS208

HIS208

HIS208

HIS208
HIS208
HIS208

HIS208

HIS208
HIS208

HIS208

HIS209

HIS209

HIS261
HIS261

IBE-JGZ-2396A
IBE-]GZ-2396C

IBE-JGZ-2499A
IBE-]JGZ-2499B

IBE-JGZ-2001
IBE-JGZ-2009
IBE-JGZ-2016

IBE-JGZ-2228
IBE-JGZ-2232A
IBE-]GZ-2232B

IBE-JGZ-2235

IBE-JGZ-2236

IBE-JGZ-2239A
IBE-]JGZ-2239B
IBE-]JGZ-2240A

IBE-JGZ-2373

IBE-JGZ-2387A
IBE-]JGZ-2387B

IBE-]GZ-2387C
IBE-JGZ-2233

IBE-JGZ-2237

IBE-JGZ-1997
IBE-JGZ-2369A

A T o T T

o oo o T oo A (=9

o

)
Sida spinosa (0.05679)

Guaiacum sanctum (0)

Cestrum megalophyllum, C. tomentosum (0)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Fabaceae sp NPL0547 (0.00367)

Calopagoninm caerulenm, Fabaceae sp

NPLO0211 (0.00306)

Calopagoninm caerulenm, Fabaceae sp

NPL0211 (0)
Fabaceae sp NPL0408 (0)
Gmrelina villosa (0)

Fabaceae sp NPL0243 (0)

Fabaceae sp NPL0243 (0)

Fabaceae sp NPL0547 (0.00749)

Fabaceae sp NPL0614 (0.04545)
Gmelina villosa (0.00563)
Gmelina villosa (0.00563)

Fabaceae sp NPL0243 (0)

Mimosa albida (0)

Cordia dentata (0)

Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0.00414)

Fabaceae sp NPL0547 (0.00749)

Fabaceae sp NPL0547 (0.00749)

Senna papillosa (0)
Senna papillosa (0.00280)

NA
Guaiacum
sanctum
Cestrum

NA
Fabaceae sp
NPL0547

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae sp
NPL0408
Gmelina villosa
Fabaceae sp
NPL0243
Fabaceae sp
NPL0243
Fabaceae sp
NPL0547
NA

Gmeelina villosa
Gmelina villosa
Fabaceae sp
NPL0243
Mimosa albida
Cordia dentata

Fabaceae

Fabaceae sp
NPL0547
Fabaceae sp
NPL0547
Senna papillosa
Senna papillosa

NA
Guaiacum

Cestrum
NA

NA
Fabaceae
Fabaceae

NA
Gmelina

NA
NA

NA

NA
Gmelina villosa
Gmelina villosa

NA

Mimosa

Cordia

Fabaceae
NA

NA

Senna papillosa
Senna papillosa

Sida spinosa
Guaiacum

Cestrum
Rubiaceae

Fabaceae sp
NPL0547

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae sp
NPL0408
Gmelina

Fabaceae

Fabaceae sp
NPL0243
Fabaceae sp
NPL0547
Fabaceae
Gmelina
Gmelina

Fabaceae

Mimosa albida
Cordia dentata

Fabaceae

Fabaceae sp
NPL0547
Fabaceae sp
NPL0547
Senna papillosa
Senna papillosa

Malvoideae
Guaiacum

Solanaceae
Rubiaceae

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae
Lamiaceae

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae
Lamiaceae
Lamiaceae

Fabaceae

Mimosa

Cordia

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae

Senna

Senna



37

38

38

38

38

38

39

39
39

40

41
41
41
41
41
41
41

41

41

41
42

HIS261

HIS207

HIS207

HIS207

HIS207

HIS207

HIS200

HIS200
HIS200

HIS270

HIS254
HIS254
HIS202
HIS202
HIS202
HIS202
HIS202

HIS202

HIS202

HIS202
HIS259

Chalepns
bellulns

Chalepns
bellulns

Chalepns
bellulus
Chalepns
bellulus
Chalepns
bellulus

Platocthispa
championi

Abnisostena

IBE-]JGZ-2369B

IBE-JGZ-2010

IBE-JGZ-2011

IBE-JGZ-2023
IBE-JGZ-2342A
IBE-]JGZ-2377B

IBE-]JGZ-2022A

IBE-JGZ-2022B
IBE-]GZ-2395

IBE-JGZ-2502

IBE-JGZ-2005
IBE-JGZ-2007
IBE-JGZ-2127
IBE-|GZ-2345

IBE-]GZ-2348B

IBE-JGZ-2348C

IBE-JGZ-2371B

IBE-JGZ-2374A
IBE-JGZ-2379B

IBE-]GZ-2390
IBE-]GZ-2349

o T O

o T T A oo oo o

Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017 (0)

Arthraxon hispidus (0.00325)

Arthraxon hispidus, Bothriochloa ischaenum,

Chrysopagon gryllus, Sorghastrum nutans
(0.00265)

Digitaria ciliaris, D. macroblephara, D.
radicosa, D. bicornis, D. sanguinalis (0)

Panicum trichanthum (0)

Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017 (0)

Inga sapindoides, I. vera, 1. edulis, 1. punctata, I.

thibandiana (0.00259)
Mitragyna parvifolia (0.05625)

Lasiacis ruscifolia, Poaceae sp NPL0224 (0)

Xylosma flescuosa (0.00970)

Byttneria aculeata (0)

Sida spinosa (0.02597)
Melochia tomentosa (0.05378)
Sida spinosa (0.05159)
Calopogoninm mucnnoides (0)

Casearia praecox (0.02459)
Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017 (0)
Malvaceae sp NPL0596, Triumfetta
calderondi, T. lappula (0)
Cucurbitaceae sp NPL0058,
Cucurbitaceae sp NPL0017 (0)
Malvaceae sp NPL0596, Triumfetta
calderondi, T. lappula (0)

Fabaceae sp NPL0002, Senna

NA Cucurbitaceae  Cucurbitaceae
Arthraxon
Andropogoneae  Poaceae hispidus
Andropogoneae  Poaceae Poaceae
Poaceae Poaceae Poaceae
Panicum
Poaceae Poaceae Irichanthum
NA Cucurbitaceae  Cucurbitaceae
Fabaceae Fabaceae Fabaceae
NA NA Rubiaceae
Poaceae Poaceae Poaceae
Xylosma Xylosma
losma flexnosa Slexnosa Slexnosa
Byttneria aculeata Byttneria Byttneria
aculeata aculeata
NA Sida Sida spinosa
NA NA Melochia
tomentosa
NA NA Sida spinosa
C. ﬂ//}t C. ﬂ//}t C. ﬂ//}t /
mcnnoides ncunoides cunoides
NA Casearia praecox  Casearia
NA Cucurbitaceae  Cucurbitaceae
Malvaceae Malvaceae Malvaceae
NA Cucurbitaceae  Cucurbitaceae
Malvaceae Malvaceae Malvaceae
NA Fabaceae Fabaceae

Cucurbitaceae

Poaceae

Poaceae

Poaceae
Poaceae
Cucurbitaceae

Fabaceae

Rubiaceae

Poaceae

Salicaceae

Malvaceae
Malvoideae
Malvaceae
Malvoideae
Fabaceae
Samydeae

Cucurbitaceae
Malvaceae
Cucurbitaceae

Malvaceae

Fabaceae



43

44

44

44

45

45

45

45

45

46

47

48

48

48

48

48

48

48
48

HIS255

HIS266

HIS266

HIS266

HIS201

HIS201

HIS257

HIS201

HIS201

HIS263

HIS268

HIS204

HIS204

HIS204

HIS204

HIS204

HIS204

HIS204
HIS204

pilatei
Sumitrosis
distinctus
Sumitrosis
pallecens
Sumitrosis
pallecens
Sumitrosis
pallecens
Octhispa
elevata
Octhispa
elevata
Octhispa
elevata
Octhispa
elevata
Octhispa
elevata

Brachycoryna
pumila
Brachycoryna
pumila
Brachycoryna
pumila
Brachycoryna
pumila
Brachycoryna
pumila
Brachycoryna
pumila
Brachycoryna
pumila
Brachycoryna

IBE-JGZ-2026
IBE-]JGZ-2207A
IBE-JGZ-2365B

IBE-JGZ-2401
IBE-]JGZ-2220A
IBE-]GZ-2220B
IBE-JGZ-2229A
IBE-]JGZ-2378B

IBE-JGZ-2388
IBE-JGZ-2381B
IBE-JGZ-2498A

IBE-JGZ-2029

IBE-JGZ-2134

IBE-JGZ-2210

IBE-JGZ-2211
IBE-]GZ-2214B

IBE-JGZ-2344

IBE-JGZ-2350
IBE-JGZ-2383

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

septemtrionalis (0.021306)
Delilia biflora (0)

Solanum myriacanthum (0.01224)

Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017 (0)

Fabaceae sp NPL0243 (0.02372)

Malvaceae sp NPL0596, Triumfetta
calderonii, T. lappula (0)

Fabaceae sp NPL0243 (0)

Serjania lobulata, S. triguetra (0)

Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017 (0)
Serjania lobulata, S. panicnlata, S. triguetra
(0.00655)

Cucurbitaceae sp NPL0058,
Cucurbitaceae sp NPL0017 (0)

Sabvia purpurea (0)

Sida rhombifolia (0.02958)
Sida rhombifolia (0.02597)
Sida rhombifolia (0)

Sida spinosa (0.05159)
Fabaceae sp NPL0243 (0)
Sida rhombifolia (0.00367)

Chiococea alba (0.00775)
Sida acuta (0.01799)

Delilia biflora
NA
NA
NA

Malvaceae

Fabaceae sp
NPL0243

Serjania
NA
Serjania
NA
Salvia
NA
NA
Sida
NA

Fabaceae sp
NPL0243

Sida rhombifolia

Chiococca alba

NA

Delilia biflora
Solanum
Cucutbitaceae
NA
Malvaceae
NA

Serjania
Cucutbitaceae
Serjania
Cucurbitaceae
Lamiaceae
Sida

Sida rhombifolia
Sida

NA

NA

Sida
Chiococceae

Sida acuta

Delilia biflora
Solanum
Cucurbitaceae
Fabaceae
Malvaceae
Fabaceae
Serjania
Cucurbitaceae
Serjania
Cucurbitaceae

Salvia
purpurea

Sida

Sida

Sida

Sida spinosa
Fabaceae

Sida
Cinchonoideae

Sida acuta

Delilia biflora
Solanum
Cucurbitaceae
Fabaceae
Malvaceae
Fabaceae
Sapindaceae
Cucurbitaceae
Sapindaceae
Cucurbitaceae
Lamiaceae
Malvaceae
Sida
Malvaceae
Malvoideae
Fabaceae
Malvaceae

Rubiaceae

Sida



48

49

49

49

49

49

49

49

49

49

49

49

49

49

49

49

49

49
49

HIS204

HIS203

HIS203

HIS203

HIS203

HIS203

HIS203

HIS203

HIS203

HIS203

HIS203

HIS203

HIS203

HIS203

HIS203

HIS203

HIS203

HIS203
HIS203

pumila
Brachycoryna
pumila
Heterispa
vinnla
Heterispa
vinnla
Heterispa
vinnla
Heterispa
vinnla
Heterispa
vinnla
Heterispa
vinula
Heterispa
vinnla
Heterispa
vinnla
Heterispa
vinnla
Heterispa
vinnla
Heterispa
vinula
Heterispa
vinula
Heterispa
vinula
Heterispa
vinula
Heterispa
vinula
Heterispa
vinnla
Heterispa
vinula
Heterispa

IBE-JGZ-2386A
IBE-JGZ-2004
IBE-JGZ-2209A
IBE-JGZ-2209B
IBE-JGZ-2217A
IBE-]JGZ-2217B
IBE-]GZ-2217C
IBE-JGZ-2218
IBE-]GZ-2227
IBE-JGZ-2231
IBE-JGZ-2343A
IBE-]JGZ-2343B
IBE-]JGZ-2346A
IBE-]JGZ-2370B
IBE-JGZ-2372B
IBE-]JGZ-2384A
IBE-]JGZ-2384B

IBE-JGZ-2384C
IBE-JGZ-2389A

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

Malvaceae sp NPL0596, Triumfetta
calderondi, T. lappula (0) (0.00533)

Sida rhombifolia (0.00267)
Sida rhombifolia (0)

Sida rhombifolia, S. acuta (0)
Malvastrum guatemalense (0)
Sida acuta (0.01041)
Fabaceac sp NPL0243 (0)

Malvastrum guatemalense (0)

Malvaceae sp NPL0220, Malvaceae sp
NPL0380 (0.00188)

Malvaceae sp NPL0596, Triumfetta
calderondi, T. lappula (0)

Sida rhombifolia, S. spinosa (0.00515)

Euphorbia hyssopifolia, Euphotbiaceae sp
NPLO0135 (0)

Sapranthus palanga, S. violaceus (0)

Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017 (0)
Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017 (0)

Oplismenus burmannii (0.00350)
Sida spinosa (0.02884)

Calopogoninm mucnnoides (0.01048)

Psendosamanea guachapele (0)

Malvaceae
Sida rhombifolia
Sida

Sida

Malvastrum
guatemalense

NA

Fabaceae sp
NPL0243
Malvastrum
guatemalense

Malvaceae
Malvaceae

Sida
Euphorbiaceae
Sapranthus

NA

NA

Poaceae

NA

NA

Mimosoideae

Malvaceae Malvaceae
Sida Sida
Malvoideae Sida
Malvoideae Sida
Malvaceae Malvastrum
guatemalense
Sida acuta Sida acuta
NA Fabaceae
Malvaceae Malvastrum
guatemalense
Malvaceae Malvaceae
Malvaceae Malvaceae
Sida Sida
Euphorbiaceaec Euphorbiaceae
Annonaceae Sapranthus
Cucurbitaceae  Cucurbitaceae
Cucurbitaceae  Cucurbitaceae
Poaceae Poaceae
Sida Sida spinosa
C. ﬂ//}t C. ﬂ//}t
N rdes 7 /des
Fabaceae Psendosamanea

Malvaceae
Malvaceae
Malvaceae
Malvaceae
Malvaceae
Sida

Fabaceae
Malvaceae
Malvaceae
Malvaceae
Malvaceae
Euphorbiaceae
Sapranthus
Cucurbitaceae
Cucurbitaceae
Poaceae
Malvoideae

Fabaceae

Fabaceae



49

50

50

50

50

50

50

50

50

51

51

51

51

51

51

52

52

53
53

HIS203

HIS199

HIS199

HIS199

HIS199

HIS199

HIS199

HIS199

HIS199

HIS198

HIS198

HIS198

HIS198

HIS198

HIS198

HIS264

HIS264

HIS267
HIS267

vinula
Heterispa
vinula
Microrhopala
perforata
Microrhopala

perforata
Microrhopala

perforata
Microrhopala

perforata
Microrhopala

perforata
Microrhopala

perforata
Microrhopala

perforata
Microrhopala

perforata
Pentispa
clarkella
Pentispa
clarkella
Pentispa
clarkella
Pentispa
clarkella
Pentispa
clarkella
Pentispa
clarkella
Euprionota
aterrima
Euprionota
aterrima

IBE-JGZ-2389B
IBE-JGZ-2130
IBE-JGZ-2208A
IBE-JGZ-2208B
IBE-JGZ-2222A
IBE-|GZ-2222B
IBE-JGZ-2230
IBE-JGZ-2400B
IBE-JGZ-2400C
IBE-JGZ-1998
IBE-JGZ-2013
IBE-JGZ-2219
IBE-JGZ-2234A
IBE-|GZ-2234B
IBE-JGZ-2397A
IBE-JGZ-2382A
IBE-JGZ-2382C

IBE-JGZ-2497A
IBE-]JGZ-2497B

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

No

Cordia collococea (0)

Varronia multispicata (0.00769)
Gmelina villosa (0.00852)
Calopogoninm mucnnoides (0)
Solanum americanum (0.00205)
Salvia rutilans (0.02849)
Melanthera nivea (0)

Mitragyna parvifolia (0.05625)

Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0.01298)

Elephantopns mollis (0.03580)
Synedrella nodiflora (0.00214)
Weedelia tegetis (0.00384)
Melanthera nivea (0)

Phaseolus vulgaris (0)

Lasianthaea macrocephala (0.01131)
Vernonia deppeana, Asteraceae sp NPL0O070

©)
Cucurbitaceae sp NPL0058,
Cucurbitaceae sp NPL0017 (0)

Cacosmia harlingii, Stephanbeckia plumosa

(0.02661)
Hamelia axillaris (0.05670)

guachapele
Cordia Cordia Cordia
Cordiaceae Boraginales Boraginales
Gmeelina villosa Gmelina villosa — Gmelina
C. ﬂ//}t C. ﬂ//}t C. ﬂ//}t
mncunoides cnnoides cnnoides
Solanum Solanum Solanum
NA Lamiaceae Lamiaceae
Heliantheae Asteraceae Melanthera nivea
NA NA Rubiaceae
NA Fabaceae Fabaceae
NA Asteraceae Vernonieae
‘S]m-zdre//a Heliantheae ‘S]m-zdre//a
nodiflora nodiflora
Wedelia tegetis Heliantheae Wedelia tegetis
Heliantheae Asteraceae Melanthera nivea
Phaseolus vulgaris  Fabaceae P/Jafe({/m

vulgaris
NA Heliantheae Heliantheae
Asteraceae Asteraceae Asteraceae
NA Cucurbitaceae  Cucurbitaceae
NA Liabeae Liabeae
NA NA Rubiaceae

Cordia
Boraginales
Lamiaceae
Fabaceae
Solanum
Lamiaceae
Heliantheae
Rubiaceae
Fabaceae
Asteraceae
Heliantheae
Heliantheae

Heliantheae

Phaseolus
vulgaris

Heliantheae
Asteraceae
Cucurbitaceae

Liabeae

Rubiaceae



54

54
54
54
54

56

57

57

58

58

61

61

69

HIS265

HIS265
HIS265
HIS265
HIS265

HIS262

HIS197

HIS197

HIS244

HIS244

HIS258

HIS258

HIS273

Cephaloleia
trivittata
Cephaloleia
belti
Cephaloleia
belti
Imatidium
thoracicum
Imatidium
thoracicum
Sceloenopla
ampliata
Sceloenopla
ampliata
Xenochalepus
rufithorax

IBE-JGZ-2391B

IBE-JGZ-2392A
IBE-JGZ-2392B
IBE-]GZ-2398
IBE-]GZ-2399

IBE-JGZ-2380B
IBE-JGZ-2367B
IBE-JGZ-2376B
IBE-JGZ-2270A
IBE-]JGZ-2270B
IBE-JGZ-2003
IBE-JGZ-2241

IBE-JGZ-2366B

No

No

No

No

No

No

No

o T T T O

Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0.00414)

Cissus biformifolia, C. verticillata (0)
Chiococea alba (0.00387)

Cordia alliodora (0)

Cordia collococea (0.00813)
Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017 (0)
Cucurbitaceae sp NPL0058,
Cucurbitaceae sp NPL0017 (0)
Cucurbitaceae sp NPL0058,
Cucurbitaceae sp NPL0017 (0)

Heliconia nutans (0.00699)
Sida rhombifolia (0.03030)
Tetracera volubilis (0.00357)

Tetracera volubilis (0.01158)

Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017 (0)

Fabaceae

Cissus
Chiococea alba
Cordia

Cordia collococca

NA

NA

NA

Heliconia nutans

NA

Tetracera volubilis

NA

NA

Fabaceae

Vitaceae
Chiococceae
Cordia

Cordia

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Heliconia

Sida

Dilleniaceae

Dilleniaceae

Cucurbitaceae

Fabaceae

Vitaceae
Cinchonoideae
Cordia

Cordia

Cucurbitaceae
Cucurbitaceae
Cucurbitaceae
Zingiberales
Sida

Tetracera
volubilis

Tetracera
volubilis

Cucurbitaceae

Fabaceae

Vitaceae

Rubiaceae

Boraginales
2

Cordia

Cucurbitaceae
Cucurbitaceae
Cucurbitaceae
Zingiberales
Malvaceae
Dilleniaceae
Dilleniaceae

Cucurbitaceae




C. Alticini

Subfamilia: Galerucinae

Mejor . . . . S o
Mspp. Esp. Taxon Voucher CL TA coincic]lencia Dlst?nma Distancia C‘nterlo Crltferlo
motfomol . . 1% 4% liberal estricto
(distancia)
1 ALT18 Walterianella venustula ~ IBE-JGZ-1119  No d Gmelina villosa (0.005) Gmelina villosa Gmelina villosa Gmelina Lamiaceae
1 ALT18 Walterianella venustula ~ IBE-JGZ-1132  No d Cordia dentata (0) Cordia dentata Cordia Cordia dentata Cordia
1 ALT18 Walterianella venustula  IBE-]JGZ-1156A  No b Salvia rutilans (0.02849)  NA Lamiaceae Salvia Lamiaceae
Salix anrita, S. arctica, S.
arbusculoides, S. barclayi,
S. barrattiana, S.
brachycarpa, S. caprea, S.
cinerea, S. cordata, S.
drummondiana, S.
1 ALT18  Walterianella venustula  1BE-JGZ-1156B  No b jﬁoa@bhala, 5 ‘g/d”Am? ji Salix Salix Salix Salicaceae
lapponum, S. myrsinifolia,
S. myrsinites, S. nivalis, S.
phylicifolia, S. polaris, S.
pseudomyrsinites, S.
psendomonticola, S.
purpurea, S. reticulata, S.
scouleriana, S. sitchensis (0)
1 ALT18 Walterianella venustula ~ IBE-JGZ-1178  No d Tabebuia rosea (0) Tabebuia rosea NA Tabebuia rosea Tabebuia alliance
1 ALT18 Walterianella venustula ~ IBE-JGZ-1193  No d Lantana camara (0) NA Lantaneae Pentapetalae Lantaneae
1 ALT18 Walterianella venustula ~ IBE-JGZ-1240  No d Lantana camara (0) NA Lantaneae Pentapetalae Lantaneae
Buddigja americana, Scrophulariaceae
1 ALT18 Walterianella venustula ~ IBE-JGZ-1426 ~ No d Scrophulariaceae sp Scrophulariaceae  Scrophulariaceae NPLO00T Scrophulariaceae
NPL0007 (0) P
1 ALT18 Walterianella venustula ~ IBE-JGZ-1806  No d Tecoma stans (0) Tecoma stans Tecoma stans Tecoma stans Bignoniaceae
1 ALT18 Walterianella venustula ~ IBE-JGZ-1811  No d Tecoma stans (0) Tecoma stans Tecoma stans Tecoma stans Bignoniaceae
1 ALT18 Walterianella venustula  IBE-]JGZ-1819A  No b Tabebuia rosea (0) Tabebuia rosea NA Tabebuia rosea Tabebuia alliance
1 ALT18  Walterianella venustula  1BE-JGZ-1819B  No b Hamelia patens (0) Hamelia patens Hamelia Hamelia patens Hamelia
1 ALT18 Walterianella venustula ~ IBE-JGZ-1820  No d Lantana camara (0) NA Lantaneae Pentapetalae Lantaneae
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ALT18
ALT18
ALT18

ALT18

ALT18
ALT18
ALT18

ALT18

ALT18

ALT18
ALT18

ALT18

ALT18
ALT18

ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18

ALT18

ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18

Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula
Walterianella venustula

Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula

IBE-JGZ-1823
IBE-|GZ-1824
IBE-JGZ-2667

IBE-]JGZ-2791A

IBE-JGZ-2791B
IBE-JGZ-3416
IBE-JGZ-3417

IBE-JGZ-3418

IBE-]JGZ-3419A

IBE-]JGZ-3419B
IBE-JGZ-3421

IBE-]JGZ-3422A

IBE-JGZ-3422B
IBE-]GZ-3422C

IBE-]GZ-3526
IBE-]GZ-3527
IBE-]GZ-3529
IBE-]GZ-3530
IBE-JGZ-3531

IBE-JGZ-3532A

IBE-JGZ-3532B
IBE-]GZ-3533
IBE-]GZ-3534
IBE-]GZ-3535
IBE-]GZ-3536
IBE-]GZ-3537
IBE-]GZ-3538

St

St
St

St

St
St
St
St
St
St
St
St
St
St
St
St
St
St
St
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Priva lappulacea (0.07812)
Ruellia blechun (0.00617)

Guaiacum sanctum (0)
Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Guaiacum sanctum (0)
Vitex negundo (0.00317)
Vitex negundo (0.00235)
Parietaria officinalis
0.015)

Bursera ovalifolia, B.

simarnba, Burseraceae sp

NPLO0661 (0)

Vitex rotundifolia, 1.
trifolia (0)

Tabebuia rosea (0.00289)
Bursera ovalifolia, B.

simarnba, Burseraceae sp

NPLO0661 (0)

Vitex: rotundifolia (0)
Cayaponia jenmanii, C.
ophthalmica (0.03703)
Vitex trifolia (0.00890)
Vitex trifolia (0.00286)
Vitex trifolia (0.01173)
Vitex trifolia (0.01183)
Vitex negundo (0.00264)
Vitex rotundifolia
(0.00623)

Cordia dentata (0.00313)
Vitex negundo (0.00265)
Vitex trifolia (0.00859)
Vitex negundo (0.00277)
Vitex negundo (0.00343)
Vitex negundo (0.00275)
Vitex trifolia (0.00877)

NA
Ruellia blechum
Guaiacum sanctum

NA

Guaiacum sanctum
Viitex
Viitex

NA

unclassified
Burseraceae

Viitex
Tabebuia rosea

unclassified
Burseraceae

Viitex
NA

Vitex
Viitex
NA
NA
Viitex

Viitex

Cordia dentata
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex

NA
Ruellia blechum
Guaiacum

NA

Guaiacum
Viitex

Viitex
Parietaria
officinalis
unclassified
Burseraceae

Viitex
NA

unclassified
Burseraceae

Viitex
Cucurbitaceae

Vitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex

Viitex

Cordia
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex

Priva lappulacea
Ruellia blechum
Zygophyllaceae

Rubiaceae

Zygophyllaceae
Viitex

Viitex

Parietaria
officinalis
unclassified
Burseraceae

Viitex
Tabebuia rosea

unclassified
Burseraceae

Viitex
Cucurbitaceae

Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex

Viitex

Cordia dentata
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex

Verbenaceae
Ruellia
Zygophyllaceae
Rubiaceae
Zygophyllaceae

Lamiales

Lamiales

Rosales

Burseraceae

Lamiales

Tabebuia alliance
Burseraceae

Lamiales
Cucurbitaceae

Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales

Lamiales

Cordia

Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales

Lamiales
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ALT18
ALT18
ALT18
ALT18

ALT18

ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18
ALT18

ALT18

ALT18

Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula
Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula

IBE-]GZ-3539
IBE-]GZ-3540
IBE-JGZ-3541
IBE-]GZ-3542

IBE-]GZ-3543

IBE-]GZ-3544
IBE-]GZ-3545
IBE-]GZ-3547
IBE-]GZ-3548
IBE-]GZ-3549
IBE-]GZ-3550
IBE-JGZ-3551
IBE-]GZ-3552
IBE-]GZ-3553
IBE-]GZ-3556
IBE-]GZ-3557
IBE-]GZ-3558
IBE-]GZ-3559
IBE-JGZ-3560
IBE-JGZ-3561
IBE-]GZ-3562
IBE-]GZ-3563
IBE-]GZ-3564
IBE-]GZ-3565
IBE-]GZ-3566
IBE-]GZ-3567
IBE-]GZ-3568
IBE-JGZ-3571

IBE-JGZ-3572

IBE-JGZ-3574

St
St
St
St
St
St
St
St
St
St
St
St
St
St
St

St
St
St
St
St
St
St
St
St
St
St
St

St

St
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Vitex trifolia (0.00895)
Vitex trifolia (0.00583)
Vitex: negundo (0.00265)
Vitex trifolia (0.00879)
Vitex: negundo, V. trifolia
(0.00325)

Vitex negundo (0.00236)
Vitex negundo (0.00263)
Vitex trifolia (0.00286)
Vitex negundo (0.00262)
Vitex: negundo (0.00275)
Vitex: negundo (0.00273)
Vitex negundo (0.00249)
Vitex negundo (0.00238)
Vitex: negundo (0.00267)
Vitex negundo (0.00234)
Vitex trifolia (0)

Vitex: negundo (0.00266)
Vitex negundo (0.00236)
Vitex: negundo (0.00266)
Vitex negundo (0.00265)
Vitex negundo (0.00264)
Vitex negundo (0.00233)
Vitex negundo (0.00233)
Vitex negundo (0.00233)
Vitex negundo (0.00235)
Vitex negundo (0.00265)
Vitex negundo (0.00234)
Lantana camara (0)
Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPLO0007 (0)

Buddleja americana,

Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0)

Viitex
Viitex
Viitex
Viitex

Viitex

Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Vitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Vitex
Viitex
Viitex
Vitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
NA

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Viitex
Viitex
Viitex
Viitex

Viitex

Viitex
Viitex
Vitex
Viitex
Viitex
Vitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Vitex
Viitex
Viitex
Vitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Lantaneae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Viitex
Viitex
Viitex
Viitex

Viitex

Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Viitex
Pentapetalae

Scrophulariaceae

sp NPLO007

Buddleja

americana

Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales

Lamiales

Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lamiales
Lantaneae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae



ALT18

ALT18

ALT18

ALT18

ALT18

ALT18

ALT18

ALT18

ALT18

ALT18
ALT17
ALT17
ALT18

ALT16

ALT16
ALT16

Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula

Walterianella venustula
Walterianella exocosta
Walterianella exocosta

Walterianella exocosta

Walterianella tenuicincta

Walterianella tenuicincta

Walterianella tenuicincta

IBE-JGZ-3575

IBE-JGZ-3576

IBE-JGZ-3577A

IBE-JGZ-3577B

IBE-JGZ-3578

IBE-JGZ-3579

IBE-JGZ-3581

IBE-]GZ-3582

IBE-]GZ-3583
IBE-]GZ-3584
IBE-JGZ-2687A
IBE-JGZ-2687B
IBE-JGZ-3420
IBE-JGZ-2545A

IBE-]JGZ-2545B
IBE-JGZ-2581

Si

4

Si
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St

St

St

St

St
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Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0)
Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0)

Rhodomyrtus tomentosa (0)

Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0)
Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0)
Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0)
Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0)
Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0)
Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0)
Morus alba (0.05263)
Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Guaiacum sanctum (0)
Arrabidacea patellifera
(0.03076)

Mangifera indica
(0.00392)
Momordica charantia
(0.00512)

Tabebuia rosea (0)

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Rhodomyrtus
tomentosa

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

NA
NA
Guatacum sanctum

NA
Mangifera indica

Momordica

Tabebuia rosea

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Myrtaceae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

NA
NA
Guaiacum

Bignonieae
Mangifera indica

Cucurbitaceae

NA

Scrophulariaceae

sp NPL0O007
Buddleja
americana

Rhodomyrtus
tomentosa

Buddleja

americana

Buddleja

americana

Scrophulariaceae

sp NPLO007

Buddleja

americana

Scrophulariaceae

sp NPLO007

Scrophulariaceae
sp NPL0O007
Milicia
Rubiaceae
Guaiacum

Bignoniaceae
Mangifera indica

Momordica

Tabebuia rosea

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Myrtaceae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Scrophulariaceae

Moraceae
Rubiaceae
Guaiacum

Bignoniaceae
Anacardiaceae

Cucurbitaceae

Tabebuia alliance



ALT20
ALT20

ALT20

ALT20

ALT21

ALT21

ALT21
ALT102
ALT24

ALT24
ALT24
ALT24

ALT24
ALT24
ALT24

ALT24

ALT24

ALT24

Walterianella oculeta

Walterianella oculeta

Walterianella oculeta

Walterianella sublineata

Walterianella signata?

Walterianella signata?

Walterianella signata?
Alagoasa longuttata

Alagoasa longuttata

Alagoasa longuttata
Alagoasa longuttata

Alagoasa longuttata

Alagoasa longuttata
Alagoasa longuttata

Alagoasa longuttata
Alagoasa longuttata

Alagoasa longuttata

Alagoasa longuttata

IBE-JGZ-1157
IBE-JGZ-2538

IBE-JGZ-2552A

IBE-JGZ-2688

IBE-]JGZ-1847A

IBE-JGZ-2677

IBE-JGZ-2686
IBE-JGZ-1077
IBE-JGZ-1079
IBE-JGZ-1083B
IBE-JGZ-1112
IBE-JGZ-1126
IBE-JGZ-1127
IBE-]JGZ-1138A
IBE-JGZ-1138B
IBE-]JGZ-1140A

IBE-JGZ-1140B

IBE-JGZ-1140C

No

No

No

No

No

No
No
No

No

No

No

Tabebuia rosea (0)

Callichlamys latifolia (0)

Callichlamys latifolia (0)

Gongzalagunia spicata,
Timonius timon,
Neolangeria resinosa,
Stenostomum lucidum
(0.08)

Bursera ovalifolia, B.

simarnba, Burseraceae sp

NPLO0661 (0)
Mitragyna parvifolia
(0.04945)

Mitragyna parvifolia
(0.04945)
Aphelandra scabra (0)

Tabebuia chrysantha (0)

Arrabidacea patellifera
(0.03076)

Tecoma stans (0)
Lantana nrticifolia, 1.
birta (0)

Citharexylum candatum, C.
Sfruticosum (0)
Poitea florida (0.03571)
Dalbergia assamica, D.

lanceolaria (0.03508)
Aralia excelsa, A.
soratensis (0.01149)
Cayaponia cabocla, C.
palmata (0)

Samanea saman,

Fabaceae sp NPL0462

©

Tabebuia rosea
Callichlamys
latifolia
Callichlamys
latifolia

NA

unclassified
Burseraceae

NA

NA

Aphelandra scabra
Tabebuia
alliance

NA
Tecoma stans

NA

Citharexylum
NA
NA

NA

Cucurbitaceae

Fabaceae

NA
Callichlamys
latifolia
Callichlamys
latifolia

NA

unclassified
Burseraceae

NA

NA
Aphelandra
NA

Bignonieae
Tecoma stans

Lantaneae

Citharexylum
Poitea florida

Dalbergia
Araliaceae

Cucurbitaceae

Fabaceae

Tabebuia rosea
Callichlamys
latifolia
Callichlamys
latifolia

Rubiaceae

unclassified
Burseraceae

Rubiaceae

Rubiaceae
Aphelandra scabra

Bignoniaceae

Bignoniaceae
Tecoma stans

Lantana

Citharexylum
Poitea

Dalbergia
Araliaceae

Cucurbitaceae

Fabaceae

Tabebuia alliance

Bignoniaceae

Bignoniaceae

Rubiaceae

Burseraceae

Rubiaceae

Rubiaceae
Aphelandra

Bignoniaceae

Bignoniaceae
Bignoniaceae

Lantana

Verbenaceae
Fabaceae

Fabaceae
Araliaceae

Cucurbitaceae

Fabaceae
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ALT24

ALT24
ALT24
ALT24
ALT24
ALT24

ALT24

ALT24
ALT24
ALT24

ALT24

ALT24
ALT24

ALT23

ALT23
ALT23
ALT131

ALT26

ALT26
ALT26
ALT26

ALT26

ALT26

ALT26

ALT26

ALT26

Alagoasa longuttata

Alagoasa longuttata
Alagoasa longuttata
Alagoasa longuttata
Alagoasa longuttata
Alagoasa longuttata

Alagoasa longuttata

Alagoasa longuttata
Alagoasa longnttata
Alagoasa longuttata

Alagoasa longuttata

Alagoasa longuttata
Alagoasa longuttata

Alagoasa sp.

Alagoasa sp.
Alagoasa sp.

Omaophoita octomaculata

Omaophoita octomaculata
Omuophoita octomacnlata

Omaophoita octomaculata

Omaophoita octomaculata
Omaphoita octomaculata

Omuophoita octomacnlata

Omuophoita octomacnlata

Omuophoita octomacnlata

IBE-JGZ-1150A

IBE-JGZ-1150B
IBE-JGZ-1154
IBE-JGZ-1414
IBE-JGZ-1800
IBE-JGZ-1844

IBE-JGZ-2698

IBE-JGZ-2700
IBE-]JGZ-3414A
IBE-]GZ-3414B

IBE-JGZ-3414C

IBE-]GZ-3415
IBE-]GZ-3587

IBE-JGZ-1125

IBE-JGZ-1142
IBE-JGZ-1845
IBE-JGZ-1149A

IBE-JGZ-1104

IBE-JGZ-2666
IBE-]JGZ-2672A
IBE-JGZ-2672B

IBE-JGZ-2703
IBE-JGZ-3412A

IBE-]JGZ-3412B

IBE-]JGZ-3413A

IBE-]JGZ-3413B

St

St

St

St
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Acanthocerens tetragonus

©

Casearia barteri (0.06399)
Priva lappulacea (0.07812)

Aphelandra scabra (0)
Lantana camara (0)

Priva lappulacea (0.07812)
Dolichandra unguis cati

(0.06181)

Priva lappulacea (0.07812)

Morella cerifera (0)
Oxalis latifolia (0)
Conostegia xalapensis
(0.00507)

Lantana camara (0)
Lantana camara (0)
Lantana nrticifolia, 1.
birta (0)

Vitex trifolia (0.01142)

Lantana camara (0)

Priva lappulacea (0.07812)
Stachytarpheta jamaicensis

©)

Guaiacum sanctum (0)
Capraria biflora (0)
Leonotis nepetifolia (0)
Guaiacum sanctum

(0.00540)

Stachytarpheta jamaicensis

©

Lonchocarpus phlebophyllus

(0.00819)

Bursera ovalifolia, B.

simarnba, Burseraceae sp

NPL0661 (0)

Vitex trifolia (0.01183)

Echinocereeae

NA
NA
Aphelandra scabra
NA
NA

NA

NA

Morella
Oxalis latifolia
Conostegia
xalapensis
NA

NA

NA

NA
NA
NA

Stachytarpheta

Guatacum sanctum
Capraria biflora
Leonotis nepetifolia

Guatacum sanctum

Stachytarpheta

Lonchocarpus
phlebophyllns

unclassified
Burseraceae

NA

Cactoideae

NA
NA
Aphelandra
Lantaneae

NA
NA

NA
Morella
Oxalis latifolia

Melastomataceae

Lantaneae
Lantaneae

Lantaneae

Vitex
Lantaneae

NA
Stachytarpheta

Guaiacum
Capraria biflora

Leonotis

Guaiacum
Stachytarpheta
Fabaceae

unclassified
Burseraceae

Vitex

Acanthocerens
letragonus
Samydeae

Priva lappulacea
Aphelandra scabra
Pentapetalae
Priva lappulacea

Bignoniaceae

Priva lappulacea
Morella

Oxalis latifolia
Conostegia
xalapensis
Pentapetalae
Pentapetalae

Lantana

Viitex
Pentapetalae
Priva lappulacea
Stachytarpheta
Jamaicensis
Guaiacum
Capraria biflora
Leonotis nepetifolia

Guaiacum

Stachytarpheta
Jamaicensis

Lonchocarpus
unclassified
Burseraceae

Vitex

Echinocereeae

Samydeae
Verbenaceae
Aphelandra
Lantaneae

Verbenaceae
Bignoniaceae

Verbenaceae
Morella
Oxcalis

Melastomataceae

Lantaneae
Lantaneae

Lantana

Lamiales
Lantaneae
Verbenaceae
Stachytarpheta
Jamaicensis
Guaiacum
Lamiales
Leonotis

Guaiacum

Stachytarpheta
Jamaicensis

Fabaceae

Burseraceae

Lamiales
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ALT26

ALT26

ALT26

ALT26

ALT26

ALT26

ALT26

ALT26

ALT26
ALT26
ALT26

ALT26

ALT26
ALT26
ALT26

ALT26

ALT26

ALT26

Omaophoita octomaculata
Omuophoita octomacnlata
Omuophoita octomacnlata
Omaophoita octomaculata
Omaophoita octomaculata
Omaophoita octomaculata
Omaophoita octomaculata
Omaophoita octomaculata

Omaphoita octomaculata
Omaophoita octomaculata

Omaophoita octomaculata
Omaophoita octomaculata

Omaophoita octomaculata
Omaophoita octomaculata

Omaphoita octomaculata
Omaphoita octomaculata
Omaophoita octomaculata

Omaphoita octomaculata

IBE-JGZ-3588
IBE-JGZ-3589A
IBE-JGZ-3589B

IBE-JGZ-3590

IBE-JGZ-3591

IBE-]GZ-3592

IBE-JGZ-3593

IBE-]GZ-3594

IBE-]GZ-3595
IBE-JGZ-3596A
IBE-JGZ-3596B

IBE-]GZ-3597

IBE-JGZ-3598
IBE-JGZ-3603
IBE-JGZ-3605

IBE-JGZ-3606
IBE-JGZ-3607

IBE-JGZ-3608

St

St

St

St

St

St

St

St
St

St
St
St

St

St

St

Stachytarpheta jamaicensis
©)
Aprrabidaea patellifera (0)

Arrabidaea patellifera (0)

Stachytarpheta jamaicensis
©)
Stachytarpheta jamaicensis
©)

Stachytarpheta jamaicensis

Stachytarpheta jamaicensis
©)

Stachytarpheta jamaicensis
©)

Stachytarpheta jamaicensis
©)

Baltimora recta (0)
Stachytarpheta jamaicensis

Stachytarpheta jamaicensis
©)

Stachytarpheta jamaicensis
©)

Baltimora recta (0)
Stachytarpheta jamaicensis
©)

Stachytarpheta jamaicensis

Stachytarpheta jamaicensis
©)
Stachytarpheta jamaicensis

©

Stachytarpheta

Arrabidaea
patellifera
Arrabidaea
patellifera

Stachytarpheta
Stachytarpheta
Stachytarpheta
Stachytarpheta
Stachytarpheta

Stachytarpheta
Baltimora recta

Stachytarpheta
Stachytarpheta

Stachytarpheta
Baltimora recta

Stachytarpheta
Stachytarpheta
Stachytarpheta

Stachytarpheta

Stachytarpheta
Bignoniaceae
Bignonieae

Stachytarpheta
Stachytarpheta
Stachytarpheta
Stachytarpheta
Stachytarpheta

Stachytarpheta
Heliantheae

Stachytarpheta
Stachytarpheta

Stachytarpheta
Heliantheae

Stachytarpheta
Stachytarpheta
Stachytarpheta

Stachytarpheta

Stachytarpheta
Jamaicensis
Arrabidaea
patellifera
Arrabidaea
patellifera
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Baltimora recta
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Baltimora recta
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis

Stachytarpheta
Jamaicensis

Bignoniaceae

Bignoniaceae

Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Asteraceae
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Asteraceae
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis
Stachytarpheta
Jamaicensis



10

10

10

11

12

12

13

13
13
14
16

17

18

18

18
19

19

ALT26

ALT26

ALT26

ALT25

ALT27

ALT27

ALT28

ALT28
ALT28
ALT108
ALT132

ALT22

ALT106

ALT114

ALTS
ALT9

ALT9

Omaophoita octomaculata
Omaophoita octomaculata

Omaophoita octomaculata

Omophoita sp. 1

Omophoita sp. 2

Disonycha sp. 1

Disonycha sp. 2

Disonycha sp. 2

Disonycha sp. 2

Disonycha sp. 3

IBE-JGZ-3613
IBE-]GZ-3614
IBE-JGZ-3615

IBE-JGZ-1416

IBE-JGZ-1111

IBE-JGZ-1423

IBE-JGZ-1431

IBE-JGZ-2702A
IBE-JGZ-2702B
IBE-JGZ-1155
IBE-]GZ-2560

IBE-JGZ-1424

IBE-JGZ-1130

IBE-JGZ-1191A

IBE-JGZ-1915
IBE-JGZ-1358

IBE-JGZ-2697

St

St

No

o A T T

Orthosiphon wulfenioides
(0.05792)

Galinsoga parviflora
(0.02168)

Hyptis mutabilis, H.
pectinata (0)

Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Elephantopus mollis,
Asteraceae sp NPL0026
0

Boraginaceae sp
NPL0024, Cordia
curassavica, V arronia
mayoi, V. sessilifolia
(0.00813)

Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0)

Cestrum megalophyllum (0)
Epiphyllum thomasianum
0

Salvia rutilans (0.02544)
Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Lantana nrticifolia, 1.
birta (0)

Amaranthus retroflexus,
A. spinosus, A. tricolor (0)
Amaranthus hybridus, A.
retroflexcus, A. tricolor
(0.00423)

Amaranthus tricolor (0)
Chamiissoa acuminata
(0.00348)

Fabaceae sp NPL0087,
Lonchocarpus phaseolifolins

NA
NA
Hyptis

NA

Asteraceae

Boraginales

Scrophulariaceae

Cestrum
Cactoideae
NA

NA

NA

Amaranthus

Amaranthus

Amaranthus
Chaniissoa
acuminata

Fabaceae

NA Hyptis

. Galinsoga
Galinsoga quadriradiata
Hyptis Hyptis
NA Rubiaceae
Asteraceae Asteraceae
Boraginales Boraginales
Scrophulariaceae S;rg]%}féggiceae
Cestrum Cestrum
Cactoideae 5 zp/g)///um

thomasianum

Lamiaceae Salvia
NA Rubiaceae
Lantaneae Lantana
Amaranthus Amaranthus
Amaranthus Amaranthus
Amaranthus Amaranthus
Chaniissoa Chanissoa
Fabaceae Fabaceae

Lamiaceae
Galinsoga
Hyptis

Rubiaceae

Asteraceae

Boraginales

Scrophulariaceae

Solanaceae
Cactoideae
Lamiaceae

Rubiaceae

Lantaneae

Amaranthus

Amaranthaceae

Amaranthaceae

Charpentiera

Fabaceae



20

20

20

21
21
22

ALT121

ALT121

ALT121

ALT104
ALT104
ALT10

Disonycha sp. 4

Disonycha sp. 4

Disonycha sp. 4

Disonycha sp. 5
Disonycha sp. 5

IBE-JGZ-1805A

IBE-JGZ-1805B

IBE-JGZ-1805C

IBE-JGZ-1102A
IBE-JGZ-1102B

No

No

No

(0.00341)

Asteraceae sp

NPLO0147, Asteraceae

sp NPL0374 (0)

Fabaceae sp NPL0159,
Fabaceae sp NPL0059,
Fabaceae sp NPL0188,

Mucuna prariens (0)
Cucurbitaceae sp
NPLO0058,
Cucurbitaceae sp

NPL0017 (0)

Sida rhombifolia, S. spinosa

(0.01612)
Iresine diffusa (0)
Mitragyna parvifolia

Asteraceae

Fabaceae

NA

NA
Iresine diffusa
NA

Asteraceae

Fabaceae

Cucurbitaceae

Sida
Iresine diffusa
NA

Asteraceae

Fabaceae

Cucurbitaceae

Sida
Iresine diffusa

Rubiaceae

Asteraceae

Fabaceae

Cucurbitaceae

Malvaceae
Amaranthaceae

Rubiaceae

Disonycha sp. 6 IBE-]JGZ-1129A No

(0.05625)

Guaiacum sanctum (0) Guaiacum sanctum — Guaiacum
Poiretia latifolia (0.09230) NA NA
Salicaceae sp NPL0416
O

Guaiacum sanctum (0)

ALT10
ALT10

ALT148
ALT148

Disonycha sp. 6
Disonycha sp. 6

IBE-JGZ-1129B No
IBE-JGZ-2705 No

Zygophyllaceae  Zygophyllaceae

Amicia Dalbergicae

Disonycha sp. 7 IBE-JGZ-2673B No Salicaceae Salicaceae Salicaceae Salicaceae

o T T T T T

Disonycha sp. 7 IBE-JGZ-2673C  No Guaiacum sanctum — Guaiacum Guaiacum Guaiacum
Baccharis salicifolia,
Conyza canadensis,
Diplostephinm
anactinotum, D. lacunosum,
D. phylicoides, D.
rosmarinifoliunt, D.
rhomboidale, D. schultzis,
Ericameria nanseosa,
Erigeron annuuns, E.
philadelphicus, E.
sumatrensis, E. strigosus,
Euthamia graminifolia,
Psiadia altissima, P.

agathaeoides, (0.00645)

ALT156 Disonycha sp. 8 IBE-JGZ-2704 No b Astereae Asteraceae Asteraceae Asteraceae



25
25

25
25
25

25
25
26
26
26

26

26

26
26
26

26

27

27
28
30

30

30

31
32

ALT12
ALT12

ALT12
ALT12
ALT12

ALT12
ALT12
ALT11
ALT11
ALT11

ALT11

ALT118

ALT11
ALT11
ALT11

ALT11

ALT15

ALT15
ALT158
ALT14

ALT14

ALT14

ALT13
ALT157

Disonycha sp. 9
Disonycha sp. 9

Disonycha sp. 9
Disonycha sp. 9
Disonycha sp. 9

Disonycha sp. 9
Disonycha sp. 9
Disonycha sp. 10
Disonycha sp. 10
Disonycha sp. 10

Disonycha sp. 10

Disonycha sp. 10

Disonycha sp. 10
Disonycha sp. 10
Disonycha sp. 10

Disonycha sp. 10

IBE-JGZ-1110A
IBE-JGZ-1110B

IBE-JGZ-1118
IBE-]JGZ-1420A
IBE-JGZ-1420B

IBE-JGZ-2701A
IBE-JGZ-2701B
IBE-JGZ-1134
IBE-JGZ-1177
IBE-JGZ-1245

IBE-JGZ-1248

IBE-JGZ-1433A

IBE-JGZ-1436A
IBE-JGZ-1677
IBE-JGZ-2536A

IBE-JGZ-2547
IBE-JGZ-2512

IBE-JGZ-2517
IBE-JGZ-2707
IBE-JGZ-1107

IBE-JGZ-1166A
IBE-JGZ-1166B

IBE-JGZ-2530A
IBE-JGZ-2706A

No

No
No
No

No

No

No
No

o
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A T T T

Panicum repens (0)
Varronia multispicata
(0.00819)

Ipomoea aristolochiifolia
(0.02928)

Bidens pilosa (0)
Fabaceae sp NPL0002,
Senna septemtrionalis (0)
Cestrum megalophyllum (0)
Salvia purpurea (0.00289)
Byttneria acuteata (0)
Byttneria acuteata (0)
Byttneria acuteata (0)
Byttneria aculeata
(0.00634)

Byttneria aculeata
(0.00144)

Byttneria acuteata (0)
Byttneria acuteata (0)
Byttneria acuteata (0)
Byttneria aculeata
(0.00150)

Turnera diffusa, T. scabra
0

Turnera diffusa, T. scabra
0

Cestrum megalophyllum (0)
Sida rhombifolia
(0.00304)

Abnanas comosus, A.
ananassoides (0)

Sida rhombifolia
(0.02173)

Heteropterys brachiata
(0.00781)

Cestrum megalophyllum (0)

Poaceae

Cotdiaceae

NA
Bidens pilosa
Fabaceae

Cestrum

Salvia purpurea
Byttneria aculeata
Byttneria aculeata
Byttneria aculeata

Byttneria aculeata

Byttneria aculeata

Byttneria aculeata
Byttneria aculeata
Byttneria aculeata

Byttneria aculeata
Turnera

Turnera
Cestrum

Sida rhombifolia
Petrosaviidae

NA

Heteropterys
brachiata
Cestrum

Poaceae

Boraginales

Convolvulaceae
Asteraceae
Fabaceae

Cestrum
Lamiaceae
Byttneria aculeata
Byttneria aculeata
Byttneria aculeata

Byttneria aculeata

Byttneria aculeata

Byttneria aculeata
Byttneria aculeata
Byttneria aculeata

Byttneria aculeata
Turnera

Turnera
Cestrum

Sida
Petrosaviidae
Sida
Heteropterys

brachiata
Cestrum

Panicum repens

Cotdiaceae

Ipomoea nil
Bidens pilosa
Fabaceae

Cestrum

Salvia purpurea
Byttneria aculeata
Byttneria aculeata
Byttneria aculeata

Byttneria aculeata

Byttneria aculeata

Byttneria aculeata
Byttneria aculeata
Byttneria aculeata

Byttneria aculeata
Turnera

Turnera
Cestrum

Sida
Petrosaviidae
Sida
Heteropterys

brachiata
Cestrum

Poaceae

Cotdiaceae

Convolvulaceae
Asteraceae
Fabaceae

Solanaceae
Lamiaceae
Malvaceae
Malvaceae

Malvaceae

Malvaceae

Malvaceae

Malvaceae
Malvaceae

Malvaceae

Malvaceae
Pentapetalae

Pentapetalae
Solanaceae

Malvaceae
Petrosaviidae
Malvaceae

Malpighiaceae

Solanaceae



33

33

34

35

36

36

36

36

36

36

36
37

38
38
39
40

41
41

ALT7

ALT7

ALT155

ALT111

ALT4

ALT4

ALT4

ALT5

ALT4

ALT4

ALT4
ALT125

ALT3
ALT3
ALT135
ALT154

ALT2
ALT2

Heikertingerella sp.
Heikertingerella sp.
Heikertingerella sp.

Heikertingerella sp.

Heikertingerella sp.

Heikertingerella sp.

Heikertingerella sp.

7

7

IBE-JGZ-1088A

IBE-JGZ-1128A

IBE-JGZ-2690
IBE-JGZ-1164
IBE-JGZ-1133
IBE-JGZ-1196
IBE-JGZ-2541A

IBE-JGZ-2656

IBE-]JGZ-2668A

IBE-]JGZ-2668B

IBE-JGZ-2683
IBE-JGZ-1906A

IBE-JGZ-1860A

IBE-JGZ-2680B

IBE-JGZ-2565A
IBE-JGZ-2682

IBE-JGZ-1094
IBE-JGZ-1866A

No

No

No

o T T

Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Asteraceae sp
NPLO0147, Asteraceae
sp NPL0374, Montanoa
revealii, Verbesina
Jacksonii (0.00943)
Amaranthaceae sp
NPL0337 (0.00373)
Ipomoea clavata, I. tricolor
0

Pithecocteninm crucigerum
0

Bignoniaceae sp
NPL0387 (0)
Pithecocteninm crucigerum
0

Amphilophinm
panicutatum (0.00354)

Solanum acnleatissimun, S.

incanum, S. panduriforme
0

Fabaceae sp NPL0087,
Lonchocarpus phaseolifolins
©)

Guaiacum sanctum (0)
Mitragyna parvifolia
(0.06299)

Inga sapindoides, 1. vera, 1.
edulis, 1. punctata
(0.00485)

Guaiacum sanctum (0)
Ruellia blechun (0.00396)
Mitragyna parvifolia
(0.061006)

Lantana camara (0)
Lantana camara (0)

NA NA Rubiaceae
Asteraceae Asteraceae T/er/ﬂeﬁ.;?a
Jacksonii
Amaranthaceae ~ Amaranthaceac ~ Amaranthaceae
Convolvulaceae  Convolvulaceae  Convolvulaceae
Pithecocteni Pithecocteni Pithecocteni
crucigerum crucigerum crucigerum
Bignoniaceae sp . . Bignoniaceae sp
NPL0387 Bignoniaceae  \1py 387
Pithecocteni Pithecocteni Pithecocteni
crucigerum crucigerum crucigerum
Ampbz/op/ymm Bignoniaceac Ampbz/op/ymm
paniculatum paniculatum
Solanum Solanum Solanaceae
Fabaceae Fabaceae Fabaceae
Guaiacum sanctum — Guaiacum Zygophyllaceae
NA NA Rubiaceae
Fabaceae Fabaceae Fabaceae
Guatacum sanctum — Guaiacum Guaiacum
Ruellia blechum Ruellia Ruellia blechum
NA NA Rubiaceae
NA Lantaneae Pentapetalae
NA Lantaneae Pentapetalae

Rubiaceae

Heliantheae

Amaranthaceae
Convolvulaceae
Bignoniaceae
Bignoniaceae
Bignoniaceae

Bignoniaceae

Solanaceae

Fabaceae

Zygophyllaceae

Rubiaceae

Fabaceae
Guaiacum
Ruellia
Rubiaceae

Lantaneae

Lantaneae



44

45

45
45
45

46

46

47
47
48

49
49
49

ALT2

ALT1

ALT1

ALT1
ALT123
ALT123
ALT123
ALT123
ALT123

ALT130

ALT130

ALTG6

ALTG6
ALTG6
ALTG6

ALT110

ALT110

ALT151
ALT151
ALT133

ALT29
ALT29
ALT29

Heikertingerella sp. 2

Heikertingerella sp. 2

IBE-JGZ-1866B

IBE-JGZ-1256

IBE-]JGZ-2652A

IBE-]JGZ-2652B
IBE-JGZ-1429
IBE-JGZ-1435

IBE-]JGZ-1809A

IBE-JGZ-1809B
IBE-JGZ-1813

IBE-JGZ-1858
IBE-JGZ-2551

IBE-JGZ-1859A

IBE-JGZ-1859B
IBE-JGZ-2691A
IBE-]JGZ-2691B

IBE-JGZ-1161A
IBE-JGZ-1161B
IBE-JGZ-2676A

IBE-]JGZ-2676B
IBE-JGZ-2561

IBE-JGZ-1365A
IBE-JGZ-1365B
IBE-]JGZ-1365C

No

No

No
No
No

No

No

No

No

No

No

A AT T AT O =W

o o o T T o~
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Cucurbitaceae sp
NPL0058,
Cucurbitaceae sp
NPL0017 (0)
Dolichandra quadrivalvis
(0.04904)

Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Guaiacum sanctum (0)
Tecoma stans (0)
Tecoma stans (0)
Physalis gracilis (0)
Tecoma stans (0)
Tecoma stans (0)

Arrabidacea patellifera (0)

Arrabidacea patellifera
(0.00277)

Nelsonia campestris
(0.00462)

Tabebuia rosea (0)
Guaiacum sanctum (0)
Guaiacum sanctum (0)
Pithecellobinm oblongum
(0.00363)

Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Cleome chapalaensis
(0.04411)

Guaiacum sanctum (0)
Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Sporobolus indicus
(0.00228)

Sida rhombifolia (0)
Fabaceae sp NPL0547
(0.00760)

NA

NA

NA

Guaiacum sanctum
Tecoma stans
Tecoma stans
Physalis

Tecoma stans
Tecoma stans
Arrabidaea
patellifera
Arrabidaea
patellifera
Nelsonia
canmpestris
Tabebuia rosea
Guatacum sanctum

Guatacum sanctum

Pithecellobinm
NA

NA
Guatacum sanctum

NA

Chlotidoideae
Sida

Fabaceae sp
NPL0547

Cucurbitaceae

NA

NA

Guaiacum
Tecoma stans
Tecoma stans
Solanaceae
Tecoma stans

Tecoma stans

Bignonieae

Bignonieae

Nelsonia
campestris
NA
Guaiacum

Guaiacum

Fabaceae
NA

NA
Guaiacum

NA
Poaceae
Sida
NA

Cucurbitaceae

Bignoniaceae

Rubiaceae

Zygophyllaceae
Tecoma stans
Tecoma stans
Physalis gracilis
Tecoma stans
Tecoma stans
Arrabidaea
patellifera
Arrabidaea
patellifera
Nelsonia
campestris
Tabebuia rosea
Guaiacum

Guaiacum

Fabaceae

Rubiaceae

Cleome
chapalaensis
Guaiacum

Rubiaceae

Sporobolus
Sida
Fabaceae sp
NPL0547

Cucurbitaceae

Bignoniaceae

Rubiaceae

Zygophyllaceae
Bignoniaceae
Bignoniaceae
Physalis
Bignoniaceae

Bignoniaceae

Bignoniaceae
Bignonieae

Nelsonioideae

Tabebuia alliance
Guaiacum

Guaiacum

Fabaceae
Rubiaceae

Cleomaceae
Guaiacum

Rubiaceae

Poaceae
Sida

Fabaceae



49
49
49

49

49

49

51
51
52
52
52

ALT29
ALT120
ALT120

ALT29

ALT29

ALT29

ALT101
ALT101
ALT100
ALT100
ALT100

IBE-JGZ-1452
IBE-JGZ-1455A
IBE-JGZ-1455B

IBE-JGZ-1527

IBE-]JGZ-2504A

IBE-JGZ-2504B

IBE-JGZ-1099A
IBE-JGZ-1099B
IBE-JGZ-1167A
IBE-JGZ-1167B
IBE-JGZ-1168

No

b

A T T T T

Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Musa acuminata (0)
Acanthaceae sp
NPL0650 (0)
Calopogonium mucunoides
0

Bursera altijuga, B.
aspleniifolia, B. bicolor, B.
bonetit, B. cerasifolia, B.
crenata, B. coyucensis, B.
citronella, B. diversifolia, B.
epinnata, B. esparzae, B.
excelsa, B. filicifolia, B.

graveolens, B. heteresthes, B.

hintonii, B. infernidialis, B.
macvanghiana, B.
malacophylla, B. mirandae,
B. palmeri, B. penicillata,
B. pontiveteris, B. ribana,
B. sarcopoda, B. simplex,
B. submoniliformis, B.
tomentosa, B. vejar
vazquezii, B. velutina, B.
xochipalensis (0)

Samanea saman,
Fabaceae sp NPL0462
0

Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Guaiacum sanctum (0)
Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Guaiacum sanctum (0)
Hamelia axillaris

(0.05181)

NA
Musa
Acanthaceae

Calopogoninm
mncunoides

Bursera

Fabaceae

NA
Guatacum sanctum
NA
Guaiacum sanctum

NA

NA
Petrosaviidae

Acanthaceae

Fabaceae

Burseraceae

Fabaceae

NA
Guaiacum
NA
Guaiacum

NA

Rubiaceae

Musa
Acanthaceae sp
NPL0650
Calopogoninm
mncunoides

Burseraceae

Fabaceae

Rubiaceae
Guaiacum
Rubiaceae
Zygophyllaceae

Rubiaceae

Rubiaceae
Zingiberales

Acanthaceae

Fabaceae

Burseraceae

Fabaceae

Rubiaceae
Guaiacum
Rubiaceae
Zygophyllaceae

Rubiaceae



Musa siamensis, M.
acuminata, M. rosea, M.
laterita, M. viridis, M.
rubra (0)
Mitragyna parvifolia
(0.05625)
Camellia cuspidata, C.
elongata, C. euphlebia, C.
euryoides, C. flava, C.
Sfraterna, C. forvestit, C.
Surfuracea, C. kwangsiensis,
C. longipedicellata, C.
longissima, C. nitidissima,
C. oleifera, C. reticulata, C.
salicifolia, C. sinensis, C.
tamdavensis, C.
tunghinensis, C.
yunnanensis (0)
?)quelr;/;g;”m gelocarpum NA Mimosoideae SZZZZ/?ZM Fabaceae
Fabaceae sp NPL0202,
Albizia nigpoides (0)
Enterolobium cyclocarpum — Enterolobinm Mimosoideac Enterolobinm Fabaceae
(0.00501) eyclocarpum eyclocarpum
Inga sapindoides, 1.
ALT33 Glenidion sp. IBE-JGZ-1825A No b thibandiana, 1. edulis, 1. Fabaceae Fabaceae Fabaceae Fabaceae
vera, I. punctata (0)
Amaranthus retroflexus,
A. spinosus, A. tricolor (0)
ALT33 Glenidion sp. IBE-JGZ-1909 No d Gmelina villosa (0.00563)  Gmelina villosa Gmaelina villosa Gmelina Lamiaceae
Samanea saman,
ALT33 Glenidion sp. IBE-JGZ-1911 No d Fabaceae sp NPL0462  Fabaceae Fabaceae Fabaceae Fabaceae
0
Fabaceae sp NPL0202,
ALT33 Glenidion sp. IBE-JGZ-1912A  No b Fabaceae sp NPL0453,  Fabaceae Fabaceae Fabaceae Fabaceae
Albizia nigpoides (0)
ALT33 Glenidion sp. IBE-JGZ-1912B  No b Uraria crinita (0.04530) NA NA Fabaceae Fabaceae

ALT100 IBE-JGZ-1454 No d Musa Petrosaviidae Musa Zingiberales

ALT134 IBE-JGZ-2562 No b NA NA Rubiaceae Rubiaceae

Camellia
anlungensis var Theaceae Theaceae Theaceae
acutipernlata

ALT33 Glenidion sp. IBE-JGZ-1120 No d

ALT33 Glenidion sp. IBE-JGZ-1152 No d
ALT33 Glenidion sp. IBE-JGZ-1241  No d

Fabaceae Fabaceae Fabaceae Fabaceae

ALT33 Glenidion sp. IBE-JGZ-1821 No d

ALT33 Glenidion sp. IBE-]JGZ-1825B No b Amaranthus Amaranthus Amaranthus Amaranthus



54

54
54

54
54

54

54

54

54

54

54

54

54

54

54

54

54

ALT33

ALT33
ALT33

ALT33
ALT33

ALT33

ALT33

ALT33

ALT33

ALT33

ALT33

ALT33

ALT33

ALT33

ALT33

ALT33

ALT33

Glenidion sp.

Glenidion sp.
Glenidion sp.

Glenidion sp.
Glenidion sp.

Glenidion sp.

Glenidion sp.

Glenidion sp.

Glenidion sp.

Glenidion sp.
Glenidion sp.
Glenidion sp.

Glenidion sp.

Glenidion sp.
Glenidion sp.
Glenidion sp.

Glenidion sp.

IBE-JGZ-1913A

IBE-JGZ-1913B
IBE-JGZ-2555A

IBE-]GZ-2669
IBE-]GZ-2685

IBE-JGZ-3440

IBE-JGZ-3441

IBE-JGZ-3442A

IBE-]JGZ-3442B

IBE-JGZ-3443A
IBE-]JGZ-3443B
IBE-]JGZ-3444

IBE-JGZ-3445A

IBE-JGZ-3445B
IBE-JGZ-3620
IBE-JGZ-3621

IBE-]GZ-3623

St

St

St
St

St

St

St

St

St

Fabaceae sp NPL0202,
Fabaceae sp NPL0453,
Albizia nigpoides (0)
Casearia barteri (0.00900)
Pithecellobinm bipinnatum
©)

Pseudosamanea gnachapele
©)

Lantana camara (0)
Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPLO0661 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPLO0661 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPLO0661 (0)

Vitex: negundo, V. trifolia
(0.00341)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPLO0661 (0)

Vitex: negundo (0.00268)
Pithecellobinm seleri, P.
dulee, P. lanceolatum (0)
Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPLO0661 (0)

Vitex rotundifolia, 1.
trifolia (0)

Pithecellobinm seleri, P.
dulee, P. lanceolatum (0)
Pithecellobinm seleri, P.
dulee, P. lanceolatum (0)
Pithecellobinm seleri, P.
dulee, P. lanceolatum (0)

Fabaceae

Casearia barteri

Pithecellobinm

Mimosoideae

NA

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Viitex

Burseraceae

Viitex

Pithecellobinm

Burseraceae

Viitex

Pithecellobinm

Pithecellobinm

Pithecellobinm

Fabaceae

Samydeae

Fabaceae

Fabaceae

Lantaneae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Viitex

Burseraceae
Viitex
Fabaceae

Burseraceae

Viitex
Fabaceae
Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae
Samydeae
Pithecellobinm
bipinnatum
Psendosamanea
guachapele
Pentapetalae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Viitex

Burseraceae
Viitex
Pithecellobinm

Burseraceae

Viitex
Pithecellobinm
Pithecellobinm

Pithecellobinm

Fabaceae

Samydeae

Fabaceae

Fabaceae

Lantaneae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Lamiales

Burseraceae
Lamiales
Fabaceae

Burseraceae

Lamiales
Fabaceae
Fabaceae

Fabaceae
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54

54
54
54

54

54

54
54

54

54

54

54

55

55

56
57

57

57
57

59

ALT33

ALT33

ALT33
ALT33
ALT33

ALT33

ALT33

ALT33
ALT33

ALT33

ALT33

ALT33

ALT33

ALTS80

ALTS80

ALT159
ALTS57

ALTS57

ALTS57
ALTS57

ALTS56

Glenidion sp.

Glenidion sp.
Glenidion sp.
Glenidion sp.
Glenidion sp.
Glenidion sp.
Glenidion sp.

Glenidion sp.
Glenidion sp.

Glenidion sp.

Glenidion sp.

Glenidion sp.

Glenidion sp.

IBE-JGZ-3625

IBE-JGZ-3627

IBE-JGZ-3631
IBE-]GZ-3633
IBE-JGZ-3636A

IBE-JGZ-3636B

IBE-JGZ-3640

IBE-JGZ-3641
IBE-]JGZ-3642B

IBE-JGZ-3644

IBE-]GZ-3645

IBE-]GZ-3646

IBE-]GZ-3649
IBE-JGZ-1116A

IBE-JGZ-1116B

IBE-JGZ-2708
IBE-JGZ-1081

IBE-JGZ-1145

IBE-JGZ-1437
IBE-JGZ-2649

IBE-JGZ-1814

St

St

St
St
St

St

St

St

St

St

St

St

o [oaN o RN o PN o
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Inga sapindoides, 1. vera, 1.
ednlis, 1. punctata
(0.00484)

Enterolobium cyclocarpum
(0.00245)

Vitex: rotundifolia (0)
Vitex: rotundifolia (0)
Cornus sericea (0.00508)
Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0.00604)
Enterolobium cyclocarpum
(0.00263)

Lantana camara (0)
Lantana camara (0)
Stachytarpheta jamaicensis

Enterolobium cyclocarpum
(0.00265)

Vitex: negundo, 1.
rotundifolia, V. sampsonii,
V. trifolia (0)
Pithecellobinm seleri, P.
dulee, P. lanceolatum (0)
Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Guatacum sanctum
(0.00540)

Cestrum megalophyllum (0)
Croton cortesianus (0)
Croton cortesianns
(0.00211)

Croton cortesianus (0)

Croton cortesianus (0)

Euphorbia heterophylla (0)

Fabaceae

Enterolobinm
eyclocarpum
Viitex

Viitex

Cornus sericea

Scrophulariaceae

Enterolobinm
eyclocarpum
NA

NA

Stachytarpheta

Enterolobinm
eyclocarpum

Viitex

Pithecellobinm
NA

Guatacum sanctum

Cestrum
Croton cortesianns

Croton cortesianns

Croton cortesianns
Croton cortesianns
Euphorbia
heterophylla

Fabaceae

Mimosoideae

Viitex
Viitex
Cornaceae

Scrophulariaceae

Fabaceae

Lantaneae

Lantaneae

Stachytarpheta

Fabaceae

Viitex

Fabaceae
NA

Guaiacum

Cestrum
Croton

Croton

Croton
Croton
Euphorbia
heterophylla

Fabaceae

Enterolobinm
eyclocarpum
Viitex

Viitex
Cornus

Scrophulariaceae

Enterolobinm
eyclocarpum
Lantana camara
Pentapetalae
Stachytarpheta
Jamaicensis
Enterolobinm
eyclocarpum

Viitex

Pithecellobinm
Rubiaceae

Guaiacum

Cestrum
Croton cortesianns

Croton cortesianns

Croton cortesianns
Croton cortesianns
Euphorbia
heterophylla

Fabaceae

Fabaceae

Lamiales
Lamiales
Cornus

Scrophulariaceae

Fabaceae

Lantaneae
Lantaneae

Stachytarpheta
Jamaicensis

Fabaceae

Lamiales

Fabaceae
Rubiaceae

Guaiacum

Solanaceae
Croton

Croton

Croton
Croton
Euphorbia
heterophylla



59

59
60

60

61

61

62

63

64

64

65

65
65
65
65
66
66

67

ALTS56

ALTS56
ALT145

ALT145

ALT105

ALT105

ALT144

ALT136

ALT150

ALT150

ALT39

ALT39
ALT39
ALT39
ALT39
ALT38
ALT38

ALT40

IBE-]JGZ-2663A

IBE-JGZ-2663B
IBE-JGZ-2639A

IBE-JGZ-2639B
IBE-JGZ-1106A
IBE-JGZ-1106B
IBE-JGZ-2586A
IBE-JGZ-2568A
IBE-JGZ-2675A

IBE-JGZ-2675B

IBE-]JGZ-1836A

IBE-JGZ-1836B
IBE-]GZ-2527
IBE-]GZ-2734
IBE-JGZ-2806
IBE-]GZ-1732
IBE-]GZ-2803

IBE-JGZ-1464

No

No
No

No

No

No

No

AT AT

Fabaceae sp NPL0087,
Lonchocarpus phaseolifolins
(0.00340)

Guaiacum sanctum (0)
Mitragyna parvifolia
(0.05660)

Guaiacum sanctum
(0.00540)

Sida rhombifolia
(0.05555)

Centrosema pubescens
(0.02554)

Lantana urticifolia, 1.
birta (0)

Tournefortia hirsutissima
0

Cleome chapalaensis (0.04)

Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Cordia dentata (0)
Ludwigia octovalvis (0)
Ludwigia octovalvis (0)
Ludwigia octovalvis (0)
Ludwigia octovalvis (0)
Ludwigia octovalvis (0)
Abndropogon sp.,
Bothriochloa ischaennm, B.
insculpta, Chrysopogon
aryllus, Cymbopogon
caesins, Digitaria
macroblephara, Echinochloa
baploclada, Heteropogon
contortus (0)

Fabaceae

Guaiacum sanctum

NA

Guatacum sanctum
NA

NA

NA

Tournefortia

NA

NA

unclassified
Burseraceae

Cordia dentata

Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis

Panicoideae

Fabaceae

Guaiacum

NA
Guaiacum
NA
Centrosema
Lantaneae

Heliotropiaceae

Cleome
chapalaensis

NA

unclassified
Burseraceae

Cordia

Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis

Poaceae

Fabaceae

Zygophyllaceae
Rubiaceae
Guaiacum

Sida

Centrosema
pubescens

Lantana

Heliotropiaceae

Cleome
chapalaensis

Rubiaceae

unclassified
Burseraceae

Cordia dentata

Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis

Poaceae

Fabaceae

Zygophyllaceae

Rubiaceae
Guaiacum
Malvaceae
Centrosema
Lantaneae
Boraginales
Cleomaceae

Rubiaceae

Burseraceae

Cordia

Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis
Ludwigia octovalvis

Poaceae



67

68

69
70
70
71
71

72

72

72

72
72

72

72

72

72

72

ALT40

ALT129

ALTA42
ALT43
ALT*188
ALT37
ALT37

ALT41

ALT41

ALT41

ALT41
ALT41

ALT41

ALT41

ALT41

ALT41

ALT41

Syphrea sp.

Syphrea sp.

Syphrea sp.

Syphrea sp.
Syphrea sp.

Syphrea sp.

Syphrea sp.

Syphrea sp.
Syphrea sp.

Syphrea sp.

IBE-JGZ-2609

IBE-JGZ-2550A

IBE-JGZ-1117
IBE-]GZ-2632
IBE-JGZ-3659
IBE-]GZ-1802
IBE-JGZ-1803

IBE-JGZ-1857

IBE-]JGZ-2601A

IBE-JGZ-2601B

IBE-JGZ-2601C
IBE-JGZ-2610A

IBE-JGZ-2610B

IBE-JGZ-3398A

IBE-JGZ-3398B
IBE-JGZ-3399A

IBE-JGZ-3399B

No

St

St

Si

St

A T o o

o o o o

Albizia harveyi,
Adenopodia patens,
Vachellia nilotica (0)
Inga sapindoides, 1.
thibandiana, 1. edulis, 1.
verstediana, 1. vera, 1.
punctata (0)

Hamelia axillaris
(0.05820)

Adenopodia patens (0)
Acalypha diversifolia
(0.00641)

Tecoma stans (0)
Acabpha macrostachya
(0.04738)

Acabypha diversifolia
(0.00641)

Malvaceae sp NPL0220,
Malvaceae sp NPL0380
(0.00189)

Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Guaiacum sanctum (0)
Cocos nucifera (0)
Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Persicaria ferruginea, P.
Slabra, P. orientalis, P.
punctata, P. segetum, P.
senegalensis, P. tomentosa
0)

Xylosma characantha
(0.01098)

Acabypha diversifolia
(0.00641)

Xylosma characantha
(0.02105)

Mimosoideae

Fabaceae

NA

Adenopodia patens
Acabpha
diversifolia

Tecoma stans

NA
Acabpha
diversifolia

Malvaceae

NA

Guaiacum sanctum
Arecoideae

NA

Persicaria

NA

Acabpha
diversifolia

NA

Fabaceae

Fabaceae

NA

Adenopodia patens
Acabpha
diversifolia

Tecoma stans

NA

Acabpha
diversifolia

Malvaceae

NA

Guaiacum
Arecaceae

NA

Polygonoideae

Salicaceae

Acabpha
diversifolia
Xylosma
characantha

Adenopodia patens

Fabaceae

Rubiaceae

Adenopodia patens
Acabpha
diversifolia

Tecoma stans

Acabpha
Acabpha
diversifolia

Malvaceae

Rubiaceae

Zygophyllaceae
Cocos nucifera

Rubiaceae

Polygonaceae

Xylosma
characantha
Acabpha
diversifolia
Xylosma
characantha

Fabaceae

Fabaceae

Rubiaceae
Fabaceae
Acabpha
Bignoniaceae

Pentapetalae

Acabpha

Malvaceae

Rubiaceae

Zygophyllaceae
Attaleinae

Rubiaceae

Polygonaceae

Xylosma
Acabpha

Xylosma



72

72
72

72

72

72

ALT41

ALT41
ALT41

ALT41

ALT41

ALT41

Syphrea sp.

Syphrea sp.
Syphrea sp.

Syphrea sp.

Syphrea sp.

Syphrea sp.

IBE-JGZ-3651B

IBE-JGZ-3652
IBE-]GZ-3654

IBE-JGZ-3656B

IBE-JGZ-3657A

IBE-JGZ-3657B

St

St

Si

=4

St

St

Pithecellobinm dulce, P.

lanceolatum (0.00554) Pithecellobinm Fabaceae
Acabypha diversifolia Acabpha Acabpha
(0.00614) diversifolia diversifolia
Lantana camara (0) NA Lantaneae

Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0)

Acacia montis usti, A.
boliviana, A. theronii, A.
suma, A. jacksonioides, A.
kybeanensis, A. scleroxyla,
A. fleckii, Albizia
Julibrissin, A.
bermudiana,Albizia
harveyi, A. kalkora,
Pithecellobinm nnguis cati,
Pithecellobium seleri, P.
dulce, P. bipinnatum, P.
oblongum, P. lanceolatuns,
Senegalia senegal, S.
galpinii, S. mellifera, S.
occidentalis, S. modesta, S.
welwitschii, S. erubescens, S.
hereroensis, S. muricata, S.
nigrescens, S. caffra, .
chariessa, S. polyacantha,
S. burkei, Havardia
pallens, H. albicans,
Calliandra juzepeznkii,
Acaciella tequilana, A.
angustissima, Ebenopsis
ebano, 1ysiloma
acapulcense, Mariosousa
millefolia (0)

Vitex: negundo, V. trifolia
(0.00332)

Fabaceae Fabaceae

Vitex Vitex

Scrophulariaceae  Scrophulariaceae

Pithecellobinm Fabaceae
Acabpha

diversifolia Acaypha
Pentapetalae Lantaneae

Scrophulariaceae  Scrophulariaceae

Fabaceae Fabaceae

Vitex: Lamiales



72

72

72

72

72

72

72

72

72

73

73

74
74
75
75

75

75
76

76

ALT41

ALT41

ALT41

ALT41

ALT41

ALT41

ALT41

ALT41

ALT41

ALT44

ALT44

ALT124
ALT124
ALT36
ALT36

ALT36

ALT36
ALT112

ALT112

Syphrea sp.

Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.
Syphrea sp.

Syphrea sp.

IBE-JGZ-3657C

IBE-JGZ-3658
IBE-JGZ-3660
IBE-JGZ-3661
IBE-JGZ-3662

IBE-JGZ-3663A

IBE-JGZ-3663B
IBE-JGZ-3667

IBE-JGZ-3668

IBE-JGZ-1856

IBE-JGZ-1863

IBE-JGZ-1852A
IBE-]GZ-1852C
IBE-JGZ-1835A
IBE-JGZ-1835B
IBE-JGZ-2664A
IBE-JGZ-2664B
IBE-JGZ-1170A

IBE-JGZ-1170B

Si

=4

St

St

St

St

Si

=4

Si

4

St

St

o o o T T o oo

Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0)
Acabypha diversifolia
(0.00641)

Acabypha diversifolia
(0.00641)
Pithecellobinm seleri, P.
dulee, P. lanceolatum (0)
Acabypha diversifolia
(0.00641)

Vitex rotundifolia, 1.
trifolia (0)
Stachytarpheta jamaicensis
0

Acabypha diversifolia
(0.00727)

Acabypha diversifolia
(0.00641)
Cucurbitaceae sp
NPLO0058,
Cucurbitaceae sp
NPL0017 (0)
Cucurbitaceae sp
NPLO0058,
Cucurbitaceae sp
NPL0017 (0)
Byttneria acuteata (0)
Piper peltatum (0)
Poitea florida (0.03743)
Cordia dentata (0)
Pithecellobinm seleri, P.
dulee, P. lanceolatum (0)
Guaiacum sanctum (0)
Mimosa pudica (0.01075)
Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Scrophulariaceae

Acabpha
diversifolia
Acabpha
diversifolia

Pithecellobinm

Acabpha
diversifolia

Vitex

Stachytarpheta

Acabpha
diversifolia
Acabpha
diversifolia

NA

NA

Byttneria aculeata
Piper peltatum
NA

Cordia dentata

Pithecellobinm

Guatacum sanctum

NA
NA

Scrophulariaceae

Acabpha
diversifolia
Acabpha
diversifolia

Fabaceae

Acabpha
diversifolia

Vitex
Stachytarpheta

Acabpha

Acabpha
diversifolia

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Byttneria aculeata
Piper peltatum
Poitea florida
Cordia dentata

Fabaceae

Guaiacum
Mimosa pudica

NA

Scrophulariaceae  Scrophulariaceae

Acabpha
diversifolia
Acabpha
diversifolia
Pithecellobinm

Acabpha
diversifolia
Vitex
Stachytarpheta
Jamaicensis
Acabpha
diversifolia
Acabpha
diversifolia

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Byttneria aculeata
Piper peltatum
Poitea

Cordia dentata

Pithecellobinm

Guaiacum
Mimosa pudica

Rubiaceae

Acabpha
Acabpha
Fabaceae
Acabpha

Lamiales

Stachytarpheta
Jamaicensis

Acabpha

Acabpha

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Malvaceae
Piper
Fabaceae
Cordia

Fabaceae

Guaiacum

Mimosoideae

Rubiaceae



77

78

78
78

80
80
81

81

83

84

85

85

85

85

86

86

86
86
87

87

ALT146

ALT109

ALT34
ALT34

ALT35
ALT35
ALT127

ALT127

ALT152

ALT138

ALTA49

ALT49

ALT142

ALT142

ALTS50

ALTS50

ALTS50
ALTS50
ALT139

ALT139

IBE-JGZ-2654

IBE-JGZ-1160

IBE-JGZ-1272
IBE-JGZ-1276

IBE-JGZ-1864
IBE-JGZ-2651A
IBE-JGZ-2542A

IBE-JGZ-2542B
IBE-JGZ-2678
IBE-JGZ-2573
IBE-JGZ-1415
IBE-JGZ-1855

IBE-JGZ-2584A

IBE-]JGZ-2584C

IBE-JGZ-1815
IBE-]JGZ-2525A

IBE-JGZ-2655
IBE-JGZ-2679B
IBE-JGZ-2574A

IBE-JGZ-2574B

No
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Mitragyna parvifolia
(0.05405)

Byttneria aculeata
(0.00144)

Byttneria acuteata (0)

NA

Byttneria aculeata

Byttneria aculeata

Glycine soja (0.00363) Glycine soja

Dalechampia scandens (0) Dalechampia
scandens

Ricinus communis (0.024)  NA

Mitragyna parvifolia

(0.05625) NA

Guaiacum sanctum Gngiaenm sanctum

(0.00769) s

Guaiacum sanctum (0) Guatacum sanctum

Mitragyna parvifolia

(0.05797) NA

Physalis angulata,

Solanaceae sp NPL0O004 Solanaceae

0

Sida spinosa (0.02409) NA

P +h b ) P +h b

(0.00761) oblongnm

Cayaponia racemosa,

Cucurbitaceae sp Cucurbitaceae

NPL0060 (0)

Physalis pruinosa . .

0.00829) Physalis pruinosa

Gonania lupnloides, G. .
Gouania

pobygama (0)

Guaiacum sanctum

(0.01310) NA

Guaiacum sanctum (0) Guatacum sanctum

Solanum acerifolinm Solanum

(0.00219) acerifolinm

Mitragyna parvifolia NA

(0.05625)

NA

Byttneria aculeata

Byttneria aculeata
Glycine soja
Dalechampia
scandens

Ricinus communis

NA
Guaiacum
Guaiacum
NA
Solanaceae
Sida spinosa
Fabaceae

Cucurbitaceae

Solanaceae
Gouania

Guaiacum
Guaiacum

Solanum

NA

Rubiaceae

Byttneria aculeata

Byttneria aculeata
rosids
Dalechampia
scandens

Ricinus communis

Rubiaceae

Guaiacum
Guaiacum

Rubiaceae
Solanaceae
Sida
Fabaceae

Cucurbitaceae

Solanaceae
Gouania

Guaiacum

Guaiacum
Solanum
acerifolinm

Rubiaceae

Rubiaceae

Malvaceae

Malvaceae

Fabaceae
Euphorbiaceae
Acalyphoideae

Rubiaceae
Guaiacum
Guaiacum
Rubiaceae
Solanaceae
Malvaceae
Fabaceae

Cucurbitaceae

Solanaceae
Gouania

Guaiacum
Guaiacum

Solanum

Rubiaceae



88

89

90

90

90

90
91

91

91

92

92
92
92

92
92
93

94

94

ALT46

ALT153

ALTA47

ALTA47

ALTA47

ALTA47
ALT48

ALT48

ALT48

ALTS52

ALTS52
ALTS52
ALTS51

ALTS51
ALTS51
ALT140

ALT103

ALT103

IBE-JGZ-1907
IBE-JGZ-2681
IBE-JGZ-1246

IBE-JGZ-1288A

IBE-JGZ-1822

IBE-JGZ-2670
IBE-JGZ-1908A

IBE-JGZ-1908B

IBE-JGZ-1908C

IBE-JGZ-1105

IBE-]JGZ-1181A
IBE-JGZ-1181B
IBE-JGZ-1199
IBE-JGZ-1239
IBE-JGZ-1247
IBE-JGZ-2575A

IBE-JGZ-1093A

IBE-JGZ-1093B

No

No
No
No

o

Cucurbitaceae sp
NPL0058,
Cucurbitaceae sp
NPL0017 (0)
Guaiacum sanctum (0)
Melochia tomentosa
(0.05753)

Theobroma subincanum
(0.02255)

Cordia gerascanthus, C.
megalantha (0)
Guaiacum sanctum (0)
Pebria compacta (0)
Aeschynomene rudis,
Fabaceae sp NPL0051
(0.00729)
Cucurbitaceae sp
NPL0058,
Cucurbitaceae sp
NPL0017 (0)
Melampodinm divaricatum
0

Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Guaiacum sanctum (0)
Sida rhombifolia
(0.00549)

Sida rhombifolia
(0.00292)

Sida spinosa (0.04895)
Pithecellobinm oblongum
(0.00363)

Inga sapindoides, 1. vera, 1.
ednlis, 1. punctata
(0.00253)

Mitragyna parvifolia
(0.05625)

NA
Guatacum sanctum
NA
NA

Cordia

Guatacum sanctum

Pebria compacta

Fabaceae

NA

Melampodinm
divaricatum

NA

Guaiacum sanctum
Sida rhombifolia
Sida rhombifolia
NA

Pithecellobinm

Fabaceae

NA

Cucurbitaceae

Guaiacum

NA
Malvaceae

Cordia

Guaiacum

Lythraceae

Fabaceae

Cucurbitaceae

Melampodinm
divaricatum

NA
Guaiacum
Sida
Sida
NA

Fabaceae

Fabaceae

NA

Cucurbitaceae

Guaiacum

Melochia tomentosa
Melochia tomentosa

Cordia

Guaiacum

Pebria compacta

Fabaceae

Cucurbitaceae

Melampodinm
divaricatum

Rubiaceae
Zygophyllaceae
Sida

Sida

Sida spinosa

Fabaceae

Fabaceae

Rubiaceae

Cucurbitaceae
Guaiacum
Malvaceae
Malvaceae

Boraginales

Guaiacum

Lythraceae

Fabaceae

Cucurbitaceae

Asteraceae

Rubiaceae
Zygophyllaceae

Malvaceae

Malvaceae
Malvoideae

Fabaceae

Fabaceae

Rubiaceae



95

95
96
96

96

96

97

97

98

98

98

98

98

98

ALT53

ALT53
ALT116
ALT116

ALT116

ALT116

ALT122

ALT122

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis
Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

IBE-JGZ-1195A

IBE-JGZ-1195B
IBE-JGZ-1203
IBE-JGZ-1250

IBE-JGZ-1287A

IBE-]JGZ-1287B

IBE-JGZ-1812A

IBE-JGZ-1812B

IBE-JGZ-1143

IBE-]JGZ-1144A

IBE-JGZ-1834

IBE-JGZ-1837A
IBE-JGZ-1837B

IBE-JGZ-1838

No

No

No

No

No

No

No

No

No

Pithecellobinm unguis cati
(0.00638)

Mitragyna parvifolia
(0.05797)

Ipomoea tricolor (0.00478)
Hamelia axillaris
(0.05913)

Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Cucurbitaceae sp
NPLO0058,
Cucurbitaceae sp
NPL0017 (0)

Digitaria ciliaris, D.
macroblephara, D. radicosa,
D. bicornis, D. sanguinalis
0

Cucurbitaceae sp
NPLO0058,
Cucurbitaceae sp
NPL0017 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPLO0661 (0)

Musa siamensis, M.
acuminata, M. rosea, M.
laterita, M. viridis, M.
rubra (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPLO0661 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPLO0661 (0)

Cordia dentata (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp

NPL0661 (0)

Pithecellobinm

NA
Convolvulaceae

NA

NA

NA

Poaceae

NA

Burseraceae

Musa

Burseraceae

Burseraceae

Cordia dentata

Burseraceae

Fabaceae

NA
Convolvulaceae

NA

NA

Cucurbitaceae

Poaceae

Cucurbitaceae

Burseraceae

Petrosaviidae

Burseraceae

Burseraceae

Cordia

Burseraceae

Fabaceae

Rubiaceae
Convolvulaceae

Rubiaceae

Rubiaceae

Cucurbitaceae

Poaceae

Cucurbitaceae

Burseraceae

Musa

Burseraceae

Burseraceae

Cordia dentata

Burseraceae

Fabaceae

Rubiaceae
Convolvulaceae

Rubiaceae

Rubiaceae

Cucurbitaceae

Poaceae

Cucurbitaceae

Burseraceae

Musa

Burseraceae

Burseraceae

Cordia

Burseraceae



98

98

98

98
98

98

98

98

98

98

98

98

98

98

98

98

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55
ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALTS55

ALT55

ALT55

ALT55

Blepharida suturalis
Blepharida suturalis
Blepharida suturalis

Blepharida suturalis
Blepharida suturalis

Blepharida suturalis
Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis
Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

IBE-JGZ-1839A
IBE-JGZ-1839B
IBE-JGZ-1840

IBE-JGZ-1841A
IBE-JGZ-1841B

IBE-JGZ-1842A
IBE-]JGZ-1842B

IBE-JGZ-1843

IBE-JGZ-3423

IBE-JGZ-3424

IBE-JGZ-3425

IBE-JGZ-3426A
IBE-]GZ-3426B
IBE-]JGZ-3427
IBE-JGZ-3428

IBE-JGZ-3429

No

No

No

No

No

No

St

St

St

St

Si

=4

St

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Cordia dentata (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera simaruba (0)
Cordia dentata (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Cordia dentata (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Vitex trifolia (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp

Burseraceae

Cordia dentata

Burseraceae

Bursera
Cordia dentata

Burseraceae

Cordia dentata

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Vitex

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Cordia

Burseraceae

Burseraceae

Cordia

Burseraceae

Cordia

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Vitex

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Cordia dentata

Burseraceae

Bursera simaruba
Cordia dentata

Burseraceae

Cordia dentata

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Viitex

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Cordia

Burseraceae

Bursera simaruba

Cordia

Burseraceae

Cordia

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Lamiales

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae



98

98

98

98

98

98

98

98

98

98

98

98

98
98

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55
ALT55

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis
Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis
Blepharida suturalis

IBE-JGZ-3496A

IBE-]GZ-3497
IBE-]GZ-3498

IBE-]GZ-3499

IBE-JGZ-3500

IBE-JGZ-3501

IBE-JGZ-3502

IBE-JGZ-3503

IBE-JGZ-3504A

IBE-JGZ-3505

IBE-JGZ-3507A

IBE-JGZ-3507B

IBE-JGZ-3508
IBE-JGZ-3509A

St

St

St

St

St

St

St

St

St

St

St
St

NPL0661 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera simaruba (0)
Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera simarnba,
Burseraceae sp
NPLO0556 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera simarnba,
Burseraceae sp
NPLO0556 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)
Boraginaceae sp
NPL0024 (0.00881)
Bursera simaruba (0)

Bursera simaruba (0)

Burseraceae

Burseraceae
Bursera

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Boraginales

Bursera

Bursera

Burseraceae

Burseraceae
Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Boraginales

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae
Bursera simaruba

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Boraginales

Bursera simaruba

Bursera simaruba

Burseraceae

Burseraceae
Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Boraginales

Bursera simaruba

Bursera simaruba



98

98

98

98

98

98

98

98

98
98

98

98
99

99

99

99
100

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55

ALT55
ALT55

ALT55

ALT55
ALT54

ALT54

ALT54

ALT54
ALT31

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis
Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis
Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

Blepharida suturalis

IBE-JGZ-3509B

IBE-JGZ-3510
IBE-JGZ-3511

IBE-JGZ-3512

IBE-JGZ-3513

IBE-JGZ-3514

IBE-JGZ-3515

IBE-JGZ-3516

IBE-JGZ-3517
IBE-JGZ-3518

IBE-JGZ-3522

IBE-]GZ-3525
IBE-JGZ-1136A

IBE-JGZ-1136B

IBE-JGZ-1846A

IBE-]JGZ-1846B
IBE-JGZ-1100

St

St

St

St

St

St

St

St

St
St

St

Si
No

Boraginaceae sp
NPL0024 (0.00362)
Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera simaruba (0)
Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera simarnba,
Burseraceae sp
NPLO0556 (0)

Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Cordia pringlei (0.00421)
Cordia spinescens (0)
Bursera ovalifolia, B.
simarnba, Burseraceae sp
NPL0661 (0)

Bursera simaruba (0)
Bursera simaruba (0)
Samanea saman,
Fabaceae sp NPL0462
0

Bursera simarnba,
Burseraceae sp
NPLO0556 (0)

Cordia dentata (0)
Acanthaceae sp
NPL0650 (0)

Boraginales

Burseraceae
Bursera

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Cordiaceae

Cordiaceae
Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Fabaceae

Burseraceae

Cordia dentata

Acanthaceae sp
NPL0650

Boraginales

Burseraceae
Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Boraginales
Boraginales

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Fabaceae

Burseraceae

Cordia

Acanthaceae

Boraginales

Burseraceae
Bursera simaruba

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Boraginales
Boraginales

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Fabaceae

Burseraceae

Cordia dentata

Acanthaceae sp
NPL0650

Boraginales

Burseraceae
Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Boraginales
Boraginales

Burseraceae

Burseraceae

Burseraceae

Fabaceae

Burseraceae

Cordia

Acanthaceae



100

100

100

100
100

100

100

100

101
102
103

103

103

104
105
105

105

105

ALT31

ALT31

ALT31

ALT32
ALT32

ALT32

ALT32

ALT32

ALT147
ALT141
ALT30

ALT30

ALT30

ALT149
ALT99
ALT99

ALT99

ALT99

IBE-JGZ-1151A

IBE-JGZ-1151B

IBE-JGZ-1367

IBE-JGZ-1818
IBE-JGZ-2532A

IBE-JGZ-2570A

IBE-JGZ-2662

IBE-JGZ-2788

IBE-]GZ-2657
IBE-]GZ-2583
IBE-JGZ-1425

IBE-JGZ-1430
IBE-|GZ-2684

IBE-]JGZ-2674B
IBE-JGZ-1861
IBE-JGZ-1905A

IBE-JGZ-1905B

IBE-JGZ-1905C

No

No

No
No

No

No

No

Mitragyna parvifolia
(0.05625)

Guaiacum sanctum
(0.01081)

Fabaceae sp NPL0002,
Senna septemtrionalis
(0.00829)

Ruellia blechun: (0.00797)
Ruellia blechun (0.00370)
Acanthaceae sp
NPL0650 (0)
Acanthaceae sp
NPLO151, Tetramerium
nervosum (0.00312)
Acanthaceae sp
NPLO0145, Justicia
carthagenensis (0)

Pluchea carolinensis (0)

Mimosa pudica (0.00890)
Milleria guinqueflora
(0.00210)

Ipomoea tricolor, 1. trifida
0

Vachellia melanoceras, 1.
pennatula (0)

Guatacum sanctum
0.01212)

Gmelina villosa (0.00845)
Pluchea carolinensis
(0.00262)

Clematis acapuleensis, C.
grossa, C. tashiroi, C.
virginiana (0.00558)
Cucurbitaceae sp
NPL0058,
Cucurbitaceae sp

NA

NA

Fabaceae

Ruellia blechum
Ruellia blechum

Acanthaceae

Acanthaceae

Acanthaceae

Pluchea
carolinensis
Mimosa pudica
Milleria
guinqueflora

Convolvulaceae
Vachellia

NA

Gmelina villosa
Pluchea
carolinensis

Clematis

NA

NA

Guaiacum

Fabaceae

Ruellia blechum
Ruellia blechum

Acanthaceae

Acanthaceae

Acanthaceae

Plucheinae
Mimosa pudica

Millerieae
Convolvulaceae
Acacieae

Guaiacum
Gmelina villosa

Plucheinae

Anemoneae

Cucurbitaceae

Rubiaceae Rubiaceae
Zygophyllaceae  Zygophyllaceae
Fabaceae Fabaceae
Ruellia blechum Ruellia
Ruellia blechum Ruellia
Acanthaceae sp
NPLO650 Acanthaceae
Acanthaceae Acanthaceae
Acanthaceae Acanthaceae
P/Mh.m . Plucheinae
carolinensis
Mimosa pudica Mimosoideae
Milleria Milleria
noneflora noneflora
1 Y 1 Y
Convolvulaceae  Convolvulaceae
Vachellia Mimosoideae
Guaiacum Guaiacum
Gmelina Lamiaceae
P/Mb.m . Plucheinae
carolinensis
Ranunculoideae  Ranunculoideae
Cucurbitaceae Cucurbitaceae



NPL0017 (0)

106 ALT115 IBE-JGZ-1173  No d Ulmns minor (0.00473) Ulpmns minor Ulmns Ulmns minor Ulpmns minor
Pithecellobinm unguis cati, . ,
106 ALT115 IBE-]JGZ-1202A  No b P. ablongum (0.00877) Pithecellobium Fabaceae Fabaceae Fabaceae
106 ALT115 IBE-JGZ-1202B No b ?gl(";’;éyz”s‘;p“’”ﬁ’/’” NA NA Rubiaceae Rubiaceae
166 ALT189 IBE-JGZ-1123  No d Sida acuta (0.02005) NA Sida Sida Malvaceae
168 ALT190 Heikertingerella sp. 4 IBE-JGZ-1101A No b Musa acuminata (0) Musa Petrosaviidae Musa Zingiberales
168 ALT190 Heikertingerella sp. 4~ IBE-JGZ-1101B  No b Ruellia blechum (0.01183)  NA Ruellia blechum Ruellia blechum Ruellia
170 ALT191 IBE-JGZ-1190 No d Mangifera indica (0) Mangifera indica Mangifera indica Mangifera indica Anacardiaceae
171 ALT192 IBE-JGZ-1417 No d Physalis gracilis (0) Physalis Solanaceae Physalis gracilis Physalis
171 ALT192 IBE-JGZ-1421 No d Physalis gracilis (0) Physalis Solanaceae Physalis gracilis Physalis
D. Galerucini
Esp. Mejor coincidencia Distancia Distancia Criterio Criterio
Mspp. P Taxon Voucher CL TA Jot ¢ . 0 o . .
motfomol (distancia) 1% 4% liberal estricto
107 GAL182 IBE-JGZ-2799  No b Lonchocarpus minimiflorus Oy 2100 Fabaceae Lonchocarpus Fabaceae
: minimiflorns minimiflorns
- s . . Cayaponia .
108 GAL75 IBE-]JGZ-1699  No d Cayaponia attennata (0.01395)  NA Cucurbitaceae atrenuata Cucurbitaceae
Cucurbitaceae sp NPL005S,
108 GAL75 IBE-]JGZ-1731 No d Cucurbitaceae sp NPL0017 NA Cucurbitaceae Cucurbitaceae Cucurbitaceae
©)
108 GAL75 IBE-JGZ-1746B  No b Parsonsia paniforsteri (0.04918)  NA NA Apocynaceae Apocynaceae
Handroanthus impetiginosus, H.
ochracens, H. gnayacan,
108 GAL75 IBE-JGZ-2729  No b Bignoniaceae sp NPL0327, NA Bignoniaceae Bignoniaceae Bignoniaceae

Tabebuia rosea, T. chrysantha,
Amphitecna latifolia, Crescentia
linearifolia, C. cujete (0)




108
108
108

109

109
110

110

110

110

110

110
110

111

111
111
112

112

113

113

GAL75
GAL75
GAL75

GAL76

GAL76
GAL79

GAL79

GAL79

GAL79

GAL183

GAL183
GAL183

GAL174

GAL174
GAL174
GAL78

GAL78

GAL77

GAL77

IBE-]JGZ-2822A
IBE-]GZ-2822B
IBE-]GZ-2822C

IBE-]JGZ-2042

IBE-]JGZ-2779
IBE-]GZ-2744

IBE-JGZ-2753B
IBE-JGZ-2756A
IBE-JGZ-2756B

IBE-JGZ-2817A

IBE-]GZ-2817B
IBE-JGZ-2817C

IBE-]GZ-1439

IBE-JGZ-2745A
IBE-JGZ-2745B
IBE-JGZ-1462

IBE-]GZ-2781

IBE-JGZ-1370

IBE-]JGZ-2742A

No

No
No

o

A TT T

o

Cestrum megalophyllum (0)
Mitragyna parvifolia (0.05797)
Guaiacum sanctum (0)
Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017
0

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Hamelia axillaris (0.05670)
Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017
o)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017
0)

Pithecellobinm seleri, P. dulce, P.
lanceolatum (0)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Melothria pendula, M. scabra (0)
Cucurbitaceae sp NPL0262
0

Cucurbitaceae sp NPL0262
0

Hamelia axillaris (0.05181)
Cyclanthera carthagenensis,
Rytidostylis gracilis (0)
Cayaponia racemosa,
Cucurbitaceae sp NPL00G0O
o)

Cayaponia citrullifolia, C.
glandulosa, C. sp. (0)
Handroanthus impetiginosus, H.
ochracens, H. gnayacan,
Bignoniaceae sp NPL0327,
Tabebuia rosea, T. chrysantha,
Ampbhitecna latifolia, Crescentia
linearifolia, C. cujete (0)

Cestrum
NA

Guaiacum sanctum
NA

NA
NA

NA
NA
NA

Pithecellobinm

NA
Melothria

NA

NA
NA

Sicyoeae

Cucurbitaceae

Cayaponia

NA

Cestrum
NA

Guaiacum
Cucurbitaceae

NA
NA

Cucurbitaceae
NA

Cucurbitaceae

Fabaceae

NA

Cucurbitaceae

NA

NA
NA

Sicyoeae

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Bignoniaceae

Cestrum
Rubiaceae
Zygophyllaceae

Cucurbitaceae

Rubiaceae

Rubiaceae
Cucurbitaceae
Rubiaceae

Cucurbitaceae

Pithecellobinm

Rubiaceae
Melothria
Cucurbitaceae
sp NPL0262
Cucurbitaceae
sp NPL0262
Rubiaceae

Sicyoeae

Cucurbitaceae

Cayaponia

Bignoniaceae

Solanaceae
Rubiaceae
Zygophyllaceae

Cucurbitaceae

Rubiaceae

Rubiaceae
Cucurbitaceae
Rubiaceae
Cucurbitaceae

Fabaceae

Rubiaceae

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae
Rubiaceae

Sicyoeae
Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Bignoniaceae



113

113

114
114
114

114

114

114

114
114
114

114

115

115

115

115
115
116

116

116

117

GAL77

GAL77

GALS2
GALS2
GALS2

GALS2

GALS2

GALS2

GALS2
GALS2
GALS2

GALS2

GALS1

GALS1

GALS1

GALS1
GALS1
GAL163

GAL163

GAL163

GALS3

IBE-]GZ-2742B

IBE-]GZ-2789

IBE-JGZ-1356
IBE-JGZ-1366
IBE-JGZ-1705A

IBE-]JGZ-2693
IBE-JGZ-2714

IBE-JGZ-2721

IBE-]GZ-2738
IBE-JGZ-2778A
IBE-JGZ-2778B

IBE-JGZ-2778C
IBE-JGZ-2746A
IBE-JGZ-2746B

IBE-JGZ-2757A

IBE-]JGZ-2757B
IBE-]GZ-2769
IBE-JGZ-1368A

IBE-]JGZ-1368B
IBE-JGZ-1368C

IBE-]GZ-2741

No

No
No
No

No
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Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017
©)

Cayaponia attennata (0.00975)

Oplismenus burmannii (0)
Delilia biflora (0)

Gmelina villosa (0.00847)
Simsia ovata, S. steyermarkii

(0.00255)
Fabaceae sp NPL0408 (0)

Handroanthus ochracens
(0.00362)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Pebhria compacta (0)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Cayaponia racemosa,
Cucurbitaceae sp NPL0060
o)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017
0

Inga edulis, 1. sapindoides
(0.00242)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Mitragyna parvifolia (0.05625)
Delilia biflora (0)
Bignoniaceae sp NPL0387
(0.00361)

Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0.00829)

Chamissoa acuminata (0)

NA

Cayaponia
atlenuata
Poaceae
Delilia biflora
Gmeelina villosa

Asteraceae

Fabaceae sp
NPL0408
Tabebuia
alliance

NA

Pehria compacta

NA
Cucurbitaceae
NA

NA

Fabaceae
NA

NA

Delilia biflora

Bignoniaceae sp
NPL0387

Fabaceae

Chamissoa
acuminata

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Poaceae
Delilia biflora
Gmeelina villosa

Asteraceae
NA

NA

NA
Lythraceae
NA

Cucurbitaceae
NA

Cucurbitaceae

Fabaceae

NA
NA
Delilia biflora

Bignoniaceae
g

Fabaceae

Chamissoa

a

Cucurbitaceae

Cayaponia
attenuata
Poaceae
Delilia biflora
Gmelina

Asteraceae

Fabaceae sp
NPLO0408

Bignoniaceae

Rubiaceae
Pehria compacta
Rubiaceae

Cucurbitaceae
Rubiaceae

Cucurbitaceae

Fabaceae

Rubiaceae
Rubiaceae
Delilia biflora
Bignoniaceae sp
NPL0387

Fabaceae

Chamissoa

a

Cucurbitaceae

Cucurbitaceae

Poaceae
Delilia biflora
Lamiaceae

Asteraceae
Fabaceae

Bignoniaceae

Rubiaceae
Lythraceae
Rubiaceae

Cucurbitaceae
Rubiaceae
Cucurbitaceae

Fabaceae

Rubiaceae
Rubiaceae

Delilia biflora

Bignoniaceae
2
Fabaceae

Chamissoa



117

117
119

120

121

121

123

123

124

124

124
124
125

125
125
125

125

125
125

126

GALS3

GALS3
GAL92

GAL184

GAL91

GAL91

GAL176

GAL176

GALB9

GALB9

GALB9
GAL171
GALS8

GALS8
GALS8
GALS8

GALS8

GALS8
GALS8

GALS7

IBE-JGZ-2755A

IBE-]JGZ-2755B
IBE-]GZ-2811

IBE-JGZ-2825A
IBE-JGZ-2750A
IBE-]GZ-2750B
IBE-JGZ-2751A
IBE-]JGZ-2751B
IBE-JGZ-1352A
IBE-]GZ-1352B
IBE-JGZ-1352C

IBE-JGZ-2088
IBE-JGZ-1693B

IBE-]JGZ-1703B
IBE-JGZ-1704A
IBE-]JGZ-1704B

IBE-JGZ-2749A

IBE-]GZ-2749B
IBE-JGZ-2800A

IBE-]GZ-1422

No
No

No

Inga sapindoides, 1. vera, I. edulis,
L punctata, 1. thibandiana
(0.00272)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Lantana camara (0)

Wamalchitamia aurantiaca (0)

Inga sapindoides, I. thiband
L oerstedi L. vera, 1. punctata,
I fenillei (0.00772)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Inga sapindoides, I. thiband

L edulis, I. oerstediana, 1. vera, 1.
punctata (0)

Mitragyna parvifolia (0.05625)

Malvaviscus arboreus (0)

Inga sapindoides, 1. vera, I. edulis,
L punctata, 1. thibandiana
(0.00775)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Mitragyna parvifolia (0.05625)
Stenostonum lucidum (0.00377)
Acanthaceae sp NPL0145,
Justicia carthagenensis (0)
Gmelina villosa (0.00563)

Cayaponia attennata (0.00975)

Inga sapindoides, 1. vera, I. edulis,
L punctata, 1. thibandiana
(0.00262)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Aeschynomene rudis, Fabaceae
sp NPL0051 (0.00862)
Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0)

Fabaceae

NA

NA
Wamalchitamia
anrantiaca

Inga
NA
Fabaceae

NA
Malvaviscus
arborens

Inga

NA
NA

Guettardeae
Acanthaceae
Gmelina villosa
Cayaponia
atlenuata
Fabaceae

NA

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae

NA

Lantaneae

Asteraceae

Fabaceae

NA

Fabaceae

NA

Malvoideae

Fabaceae

NA
NA

Guettardeae
Acanthaceae
Gmelina villosa

Cucurbitaceae

Fabaceae

NA

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae

Rubiaceae
Pentapetalae
Wamalchitamia
anrantiaca

Fabaceae
Rubiaceae
Fabaceae
Rubiaceae
Malvaviscus
arborens

Fabaceae

Rubiaceae
Rubiaceae
Cinchonoideae

Acanthaceae
Gmelina

Cayaponia
attenuata

Fabaceae

Rubiaceae

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae

Rubiaceae

Lantaneae

Asteraceae

Fabaceae

Rubiaceae

Fabaceae

Rubiaceae

Malvoideae

Fabaceae

Rubiaceae
Rubiaceae

Rubiaceae
Acanthaceae
Lamiaceae

Cucurbitaceae

Fabaceae

Rubiaceae

Fabaceae

Fabaceae



126
126

126

126

126
126

126

126

126

126

126

127
127

128

127

129
129
129

129

129
129

129

GALS7
GALS7

GALS87

GALS7

GALS7
GALS7

GALS7

GALS6

GALS6

GALS7

GALS6

GALS5
GALS85

GAL180

GALS5

GALS84
GALS84
GALS84

GALS84

GALS84
GALS84

GALS84

IBE-]JGZ-1481
IBE-]GZ-1523

IBE-JGZ-1718C
IBE-JGZ-1720B

IBE-JGZ-1723A
IBE-]GZ-1723B

IBE-JGZ-1730A
IBE-JGZ-1735C
IBE-JGZ-1735D
IBE-]GZ-2043
IBE-JGZ-2820A

IBE-]JGZ-1740
IBE-JGZ-2782

IBE-]GZ-2784

IBE-]JGZ-2804

IBE-JGZ-1725C
IBE-JGZ-1748A
IBE-JGZ-1748B

IBE-JGZ-1748C

IBE-JGZ-2790A
IBE-JGZ-2790B

IBE-]GZ-2794

A TDOT T T T O o

Maclura tinctoria (0)

Datura quercifolia (0.00199)
Buddleja americana,
Scrophulariaceae sp
NPL0007 (0)

Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0)

Gmelina villosa (0.00560)
Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0)

Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0)
Boraginaceae sp NPL0024
(0.00370)

Salix famelica, S. caprea f
pendula (0.00588)
Aeschynomene rudis, Fabaceae
sp NPL0051 (0)

Inga sapindoides, 1. vera, I. edulis,
L. punctata, 1. thibandiana (0)

Solanum lycopersicum (0.00460)

Pebhria compacta (0)
Cayaponia racemosa,

Cucurbitaceae sp NPL0060
©)
Cleome chapalaensis (0.04285)

Ipomoea tricolor (0)

Datura quercifolia (0.00219)
Gmelina villosa (0.01412)
Vachellia melanoceras, 1.
pennatula (0)

Solanum torvum (0.00240)
Hamelia axillaris (0.05759)
Pithecellobinm seleri, P. dulce, P.
lanceolatum (0)

Maclura tinctoria

Datura

Scrophulariaceae

Fabaceae
Gmeelina villosa

Fabaceae
Fabaceae
Boraginales
Salix
Fabaceae

Fabaceae

Solanum
lycopersicum
Pehria compacta

Cucurbitaceae

NA

Convolvulaceae
Datura
NA

Vachellia

Solanum
NA

Pithecellobinm

Maclura tinctoria

Solanoideae
Scrophulariaceae
Fabaceae

Gmeelina villosa

Fabaceae
Fabaceae
Boraginales
Salix
Fabaceae
Fabaceae

Solanum

Lythraceae

Cucurbitaceae

NA

Convolvulaceae
Solanoideae
Gmelina villosa

Acacieae

Solanum

NA

Fabaceae

Maclura tinctoria

Datura

Scrophulariaceae

Fabaceae
Gmelina

Fabaceae
Fabaceae
Boraginales
Salix
Fabaceae
Fabaceae

Lycopersicon

Pehria compacta
Cucurbitaceae

Cleome
chapalaensis
Convolvulaceae
Datura

Gmelina

Vachellia

Solanum torvum
Rubiaceae

Pithecellobinm

Maclura tinctoria

Datura
Scrophulariaceae
Fabaceae

Lamiaceae

Fabaceae
Fabaceae
Boraginales
Salicaceae
Fabaceae
Fabaceae

Lycopersicon
Lythraceae

Cucurbitaceae

Cleomaceae

Convolvulaceae
Datura
Lamiaceae

Mimosoideae

Solanum
Rubiaceae

Fabaceae



129

130
130
131

131
131

131

131
131

131

131

131
131
131
131
131
131
131

131

131

GALS84

GAL74
GAL74
GAL9%4
GAL93
GAL93

GAL94

GAL94
GAL93

GAL93

GAL93

GAL94
GAL94
GAL93
GAL93
GAL93
GAL93
GAL94

GAL%4

GAL93

IBE-JGZ-2805

IBE-JGZ-2823A
IBE-]GZ-2823B
IBE-]JGZ-1448
IBE-]JGZ-1460
IBE-JGZ-1519A

IBE-]JGZ-1529

IBE-JGZ-1533
IBE-JGZ-1674A

IBE-JGZ-1674D

IBE-]GZ-2715

IBE-JGZ-2716A
IBE-]JGZ-2716B
IBE-JGZ-2717A
IBE-]JGZ-2717B
IBE-JGZ-2718A
IBE-]JGZ-2718B
IBE-]JGZ-2720

IBE-]GZ-2725

IBE-JGZ-2775A

No
No
No
No
No

No

No
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Persicaria ferrnginea, P. glabra,
P. orientalis, P. punctata, P.
senegalensis, P. tomentosa (0)
Inga edulis, 1. sapindoides
(0.00259)

Mitragyna parvifolia (0.05769)
Aeschynomene rudis, Fabaceae
sp NPL0051 (0.00375)
Afgekia filipes (0.00287)
Solanum chrysotrichum

(0.00588)
Calopogonium mucunoides (0)

Sida rhombifolia (0)

Byttneria aculeata (0.00150)
Cucurbitaceae sp NPL0058,
Cucurbitaceae sp NPL0017
o)

Aeschynomene rudis, Fabaceae
sp NPL0051 (0)
Aeschynomene rudis, Fabaceae
sp NPLO051 (0.00381)

Turnera diffusa, T. scabra (0)
Calopogonium mucunoides (0)
Guaiacum sanctum (0)
Bravaisia integerrima (0.01744)
Guaiacum sanctum (0)

Chamacecrista nictitans (0)

Fabaceae sp NPL0159,
Fabaceae sp NPL0059,
Fabaceae sp NPL0188,
Mucuna prariens (0)
Pithecellobinm seleri, P. dulce, P.

Polygonoideae

Fabaceae
NA
Fabaceae
Afgekia filipes
Solanum

Calopogoninm
mncunoides

Sida rhombifolia
Byttneria aculeata

Polygonoideae

Fabaceae

NA

Fabaceae
Afgekia filipes
Solanum
Fabaceae

Sida

Byttneria aculeata

Polygonaceae

Fabaceae
Rubiaceae
Fabaceae
Afgekia filipes
Solanum

Calopogoninm
mncunoides

Sida

Byttneria aculeata

NA Cucurbitaceae Cucurbitaceae
Fabaceae Fabaceae Fabaceae
Fabaceae Fabaceae Fabaceae
Turnera Turnera Turnera
Calopogoninm Calopogoninm Calopogoninm
71 e Iy 7t e i) 71 e )
Guaiacum sanctum — Guaiacum Zygophyllaceae
Bravaisia Bravaisia
NA . . . .
ntegerrima ntegerrima
Guaiacum sanctum — Guaiacum Zygophyllaceae
Chamaecrista . Chamaecrista
L Cassicae L
nictitans nictitans
Fabaceae Fabaceae Fabaceae
Ingeae Fabaceae Pithecellobinm

Polygonaceae

Fabaceae
Rubiaceae
Fabaceae
Fabaceae

Solanum

Fabaceae

Malvaceae

Malvaceae

Cucurbitaceae

Fabaceae

Fabaceae
Pentapetalae
Fabaceae
Zygophyllaceae
Acanthaceae
Zygophyllaceae

Cassieae

Fabaceae

Fabaceae



131
131

131

132
132

132

132

132
132

132
132

132

132

132

132

133

134
134

GAL93
GAL9%4

GAL93

GAL164
GAL164

GAL95

GAL95

GAL95
GAL95

GAL95
GAL95

GAL95

GAL95

GAL95

GAL95

GAL179

GAL97
GAL97

IBE-JGZ-2775B
IBE-JGZ-2801B

IBE-JGZ-2821A

IBE-JGZ-1456A
IBE-]GZ-1456B

IBE-JGZ-1670

IBE-]JGZ-1679

IBE-JGZ-2695A
IBE-JGZ-2695B

IBE-JGZ-2713A
IBE-]JGZ-2713B

IBE-JGZ-2722

IBE-]GZ-2726

IBE-JGZ-2740A

IBE-]GZ-2740B

IBE-JGZ-2780

IBE-]GZ-2767
IBE-JGZ-2783

No

A T T T T T
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lanceolatum (0)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Guaiacum sanctum (0)

Inga edulis, 1. sapindoides
(0.00254)

Mitragyna parvifolia (0.0625)
Guaiacum sanctum (0.00540)

Calopogonium mucunoides (0)

Fabaceae sp NPL0547
(0.003606)

Guaiacum sanctum (0)
Guaiacum sanctum (0)
Aeschynomene rudis, Fabaceae
sp NPL0O051 (0.00381)
Luffa aegyptiaca (0)
Handroanthus impetiginosus, H.
guayacan, Bignoniaceae sp
NPLO0327, Tabebuia rosea, T.
chrysantha, Ampbhitecna latifolia,
Crescentia linearifolia, C. cujete
0)

Fabaceae sp NPL0159,
Fabaceae sp NPL0059,
Fabaceae sp NPL0188,
Mucuna prariens (0)
Pithecellobinm oblongum
(0.00314)

Centrosema pubescens (0.02554)
Cayaponia racemosa,
Cucurbitaceae sp NPL0060
©)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Cayaponia racemosa,
Cucurbitaceae sp NPL0060

NA

Guaiacum sanctum
Fabaceae

NA
Guaiacum sanctum

Calopogoninm
mncunoides

Fabaceae sp
NPL0547
Guaiacum sanctum
Guaiacum sanctum

Fabaceae

Lufa

NA

Fabaceae

Pithecellobinm

NA

Cucurbitaceae

NA

Cucurbitaceae

NA

Guaiacum
Fabaceae

NA

Guaiacum

Fabaceae

NA

Guaiacum
Guaiacum

Fabaceae

Cucurbitaceae

Bignoniaceae

Fabaceae

Fabaceae

Centrosema

Cucurbitaceae

NA

Cucurbitaceae

Rubiaceae
Zygophyllaceae

Fabaceae

Rubiaceae
Guaiacum

Calopogoninm
mucunoides

Fabaceae sp
NPL0547

Zygophyllaceae
Zygophyllaceae

Fabaceae

Luffa

Bignoniaceae

Fabaceae

Fabaceae

Centrosema
pubescens

Cucurbitaceae

Rubiaceae

Cucurbitaceae

Rubiaceae
Zygophyllaceae

Fabaceae

Rubiaceae

Guaiacum

Fabaceae

Fabaceae

Zygophyllaceae
Zygophyllaceae

Fabaceae

Cucurbitaceae

Bignoniaceae

Fabaceae

Fabaceae

Centrosema

Cucurbitaceae

Rubiaceae

Cucurbitaceae



135

136

136
137

138
138
138
139
140
141
142
142
142
142
142

142

142

142
142
142
142

GALI161

GAL172

GAL172
GAL178

GAL98
GAL98
GAL98
GAL165
GAL173
GAL168
GALG6
GALG6
GALG6
GALG6
GALG66

GALG66

GALG66

GALG66
GALG6
GALG66
GALG66

IBE-]GZ-1357

IBE-JGZ-2089A

IBE-]GZ-2089B
IBE-]JGZ-2768

IBE-JGZ-1530A
IBE-JGZ-1530B
IBE-JGZ-2719
IBE-JGZ-1371
IBE-JGZ-2730
IBE-JGZ-1747B
IBE-JGZ-2736A
IBE-JGZ-2736B
IBE-JGZ-2743A
IBE-JGZ-2743B
IBE-JGZ-2754

IBE-]JGZ-2759
IBE-]GZ-2764

IBE-JGZ-2786A
IBE-JGZ-2786B
IBE-]GZ-2792
IBE-]GZ-2827

No
No
No
No
No

No

No
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Fabaceae sp NPL0087,
Lonchocarpus phaseolifolins
(0.00305)

Pithecellobinm oblongum
(0.00675)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Mitragyna parvifolia (0.05625)
Pithecellobinm oblongum
(0.00358)

Mitragyna parvifolia (0.05882)
Calopogonium caeruleum,
Fabaceae sp NPL0211 (0)
Mitragyna parvifolia (0.05625)
Machaerium biovulatum
(0.02061)

Gmelina villosa (0.00563)
Pithecellobinm seleri, P. dulce, P.
lanceolatum (0)

Mitragyna parvifolia (0.05732)
Pithecellobinm oblongum
(0.00359)

Mitragyna parvifolia (0.05696)
Pithecellobinm oblongum
(0.00715)

Pithecellobinm oblongum
(0.01015)

Pithecellobinm oblongum
(0.00475)

Pithecellobinm oblongum
(0.00364)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Pithecellobinm oblongum
(0.00265)

Pithecellobinm seleri, P. dulce, P.

Fabaceae

Pithecellobinm
oblongnm
NA

NA

Pithecellobinm
NA
Fabaceae
NA

NA

Gmelina villosa
Pithecellobinm
NA
Pithecellobinm
NA
Pithecellobinm

NA
Pithecellobinm

Pithecellobinm
NA

Pithecellobinm
Pithecellobinm

Fabaceae

Fabaceae

NA
NA

Fabaceae

NA

Fabaceae

NA
Dalbergicae
Gmelina villosa
Fabaceae

NA

Fabaceae

NA

Fabaceae
Fabaceae
Fabaceae

Fabaceae
NA
Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae

Rubiaceae
Rubiaceae

Fabaceae
Rubiaceae
Fabaceae
Rubiaceae
Fabaceae
Gmelina
Pithecellobinm
Rubiaceae
Fabaceae
Rubiaceae

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae
Rubiaceae
Fabaceae

Pithecellobinm

Fabaceae

Fabaceae

Rubiaceae
Rubiaceae

Fabaceae
Rubiaceae
Fabaceae
Rubiaceae
Fabaceae
Lamiaceae
Fabaceae
Rubiaceae
Fabaceae
Rubiaceae

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae

Fabaceae
Rubiaceae
Fabaceae

Fabaceae



143
143

144
144
144
145
146
146
146

146

147
147
147
148

148

148

148
148
149
149

149
150
150

151
151

152

GAL186
GAL186

GALG5
GALG5
GALG5
GAL177
GALGY
GALGY
GAL162

GALGY

GAL187

GAL187
GAL187
GALG8

GALG8

GALG8

GALG8
GALG8
GALG67
GALG67

GALG67
GALT72
GALT72

GAL160
GAL160

GAL169

IBE-JGZ-2838A
IBE-]GZ-2838B

IBE-]JGZ-1484
IBE-JGZ-1515A
IBE-JGZ-2809
IBE-]JGZ-2763
IBE-JGZ-1361A
IBE-]JGZ-1361B
IBE-JGZ-1362A

IBE-JGZ-2086

IBE-JGZ-2810A
IBE-]JGZ-2810B
IBE-]JGZ-2839
IBE-JGZ-2723

IBE-JGZ-2733A

IBE-JGZ-2733B

IBE-]GZ-2762
IBE-]JGZ-2771A
IBE-JGZ-1692A
IBE-]JGZ-1692B

IBE-]GZ-2727
IBE-]JGZ-1524
IBE-]JGZ-2807

IBE-JGZ-1353A
IBE-]JGZ-1353B

IBE-JGZ-2068A
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lanceolatum (0)

Hamelia axillaris (0.05699)
Fabaceae sp NPL0002, Senna
septemtrionalis (0)

Lantana nrticifolia, L. hirta (0)
Mitragyna parvifolia (0.05625)
Lantana camara (0)

Vachellia collinsii (0)

Inga thibandiana (0.00259)
Mitragyna parvifolia (0.05625)
Musa acuminata (0)

Samanea saman, Fabaceae sp
NPL0462 (0)

Mimosa albida (0)

Lantana camara (0)

Mimosa albida (0)

Cordia alliodora (0)

Fabaceae sp NPL0202,
Fabaceae sp NPL0453,
Albizia nigpoides (0)
Handroanthus ochracens
(0.00357)

Cordia collococea (0)
Pithecellobinm dulee (0.00261)
Solanum erianthum (0.00209)
Stenostomum lucidum (0.00323)

Inga sapindoides, 1. vera, I. edulis,

L. punctata, 1. thibandiana (0)
Datura quercifolia (0.00199)
Salicaceae sp NPL0416
(0.00390)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Guaiacum sanctum (0)
Pithecellobinm oblongum
(0.00374)

NA
Fabaceae

NA

NA

NA
Vachellia
Fabaceae
NA

Musa
Fabaceae

Mimosa albida
NA
Mimosa albida

Cordia

Fabaceae

Tabebuia
alliance
Cordia
Pithecellobinm
Solanum
Guettardeae

Fabaceae
Datura

Salicaceae

NA

Guaiacum sanctum

Pithecellobinm

NA
Fabaceae

Lantaneae
NA
Lantaneae
Acacieae
Fabaceae
NA

Petrosaviidae
Fabaceae

Mimosa
Lantaneae
Mimosa

Cordia

Fabaceae

NA

Cordia
Fabaceae
Solanaceae
Guettardeae

Fabaceae
Solanoideae

Salicaceae

NA

Guaiacum

Fabaceae

Rubiaceae
Fabaceae

Lantana
Rubiaceae
Pentapetalae
Vachellia collinsii
Fabaceae
Rubiaceae

Musa
Fabaceae

Mimosa albida
Lantana camara
Mimosa albida

Cordia

Fabaceae

Bignoniaceae

Cordia
Fabaceae
Solanum aspernm
Cinchonoideae

Fabaceae
Datura
Salicaceae

Rubiaceae

Guaiacum

Fabaceae

Rubiaceae
Fabaceae

Lantana
Rubiaceae
Lantaneae
Vachellia
Fabaceae
Rubiaceae
Zingiberales
Fabaceae
Mimosa
Pentapetalae
Mimosa
Boraginales

Fabaceae

Bignoniaceae

Cordia
Fabaceae
Solanum
Cinchonoideae

Fabaceae
Datura
Salicaceae

Rubiaceae

Guaiacum

Fabaceae
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156

156
156

156

GAL169
GAL70
GAL70

GAL73

GAL73

GAL73

GAL73
GAL73

GAL58

GAL58

GAL59

GAL59
GAL59

GAL59

GALGO
GALGO

GALGO

GALG63

GALG63
GALG63

IBE-]JGZ-2068B
IBE-JGZ-1689
IBE-]GZ-2731

IBE-JGZ-2748A
IBE-JGZ-2758A

IBE-JGZ-2812A

IBE-]GZ-2812B
IBE-]GZ-2814B

IBE-]JGZ-2728A

IBE-|GZ-2728C

IBE-JGZ-2091A

IBE-JGZ-2091B
IBE-JGZ-2091C

IBE-]GZ-2815
IBE-]GZ-1482
IBE-JGZ-2041A

IBE-]JGZ-2041B

IBE-]GZ-1473

IBE-JGZ-1475A
IBE-]JGZ-1475B

No

No

No
No

No

No
No
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Mitragyna parvifolia (0.05625)
Mitragyna parvifolia (0.05625)
Iresine diffusa (0.00719)

Chamissoa acuminata (0)

Inga edulis, 1. oerstediana, 1.

sapindoides (0)
Malvaviscus arborens (0.00609)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Guaiacum sanctum (0.00543)
Solanum myriacanthum
(0.00268)

Handroanthus impetiginosus, H.
ochracens, H. guayacan,
Bignoniaceae sp NPL0327,
Tabebuia rosea, T. chrysantha,
Amphitecna latifolia, Crescentia
linearifolia, C. cujete (0)
Pithecellobinm oblongum
(0.00363)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Guaiacum sanctum (0.00689)
Varronia inermis, Cordia
spinescens (0)

Lundellianthus jaliscensis
(0.00230)

Mitragyna parvifolia (0.05625)
Cucurbitaceae sp NPL005S,
Cucurbitaceae sp NPL0017
o)

Zanthoxcylum culantrillo
(0.00228)

Mitragyna parvifolia (0.05625)

Guaiacum sanctum (0)

NA

NA

Iresine diffusa
Chamissoa
acuminata

Fabaceae

Malvaviscus
arborens

NA

Guaiacum sanctum

Solanum

NA

Pithecellobinm
NA

Guaiacum sanctum

Cordiaceae

Heliantheae

NA
NA

Zanthoxcylum
culantrillo
NA

Guaiacum sanctum

NA Rubiaceae
NA Rubiaceae
Iresine diffusa Iresine diffusa
Chamissoa Chamissoa
a / b7 a / b7
Fabaceae Fabaceae
. Malvaviscus
Malvoideae
arborens
NA Rubiaceae
Guaiacum Guaiacum
Solanum Solanum
Bignoniaceae Bignoniaceae
Fabaceae Fabaceae
NA Rubiaceae
Guaiacum Zygophyllaceae
Boraginales Boraginales
Asteraceae Heliantheae
NA Rubiaceae
Cucurbitaceae Cucurbitaceae
Zanthoxylum
Rutaceae . g
culantrillo
NA Rubiaceae
Guaiacum Guaiacum

Rubiaceae
Rubiaceae

Amaranthaceae

Chamissoa
Fabaceae

Malvoideae

Rubiaceae

Guaiacum

Solanum

Bignoniaceae

Fabaceae

Rubiaceae
Zygophyllaceae

Boraginales
g2

Asteraceae

Rubiaceae
Cucurbitaceae

Rutaceae

Rubiaceae
Guaiacum



159 GALG4 IBEJGZ-1472A  No (Zo‘lgffz”%””’ culantrill Zanthos fum Rutaceac Zanthos - Rutaceae

159 GAL64 IBE-]JGZ-1472B No b Mitragyna parvifolia (0.05625) NA NA Rubiaceae Rubiaceae
Inga sapindoides, I. thibands

160 GAL185 IBE-JGZ-2828A No b L edulis, I. verstediana, I. vera, 1. ~ Fabaceae Fabaceae Fabaceae Fabaceae
punctata (0)

160 GALI185 IBE-JGZ-2828B  No b ?é%”g‘;‘;”s’; portoricensts NA NA Rubiaceae Rubiaceae

161 GAL175 IBE-JGZ-2747A  No b Mitragyna parvifolia (0.05625) NA NA Rubiaceae Rubiaceae

162 GAL61 IBE-]JGZ-1474  No d Cordia spinescens (0) Cordiaceae Boraginales Boraginales Boraginales

162 GAL61 IBE-]JGZ-1514  No d Cordia curassavica (0.00353) Boraginales Boraginales Boraginales Boraginales

162 GAL61 IBE-]JGZ-1517 No d Cordia pringlei (0.00416) Boraginales Boraginales Boraginales Boraginales

162 GAL61 IBE-]JGZ-1717  No d Cordia spinescens (0) Cordiaceae Boraginales Boraginales Boraginales

162 GAL61 IBE-]JGZ-1733  No d Cordia pringlei (0) Boraginales Boraginales Boraginales Boraginales

162 GAL61 IBE-]JGZ-2732  No b Cordia spinescens (0) Cordiaceae Boraginales Boraginales Boraginales

162 GAL61 IBE-JGZ-2774 No b Viarronia inermis, Cordia Cordiaceae Boraginales Boraginales Boraginales
spinescens (0)

162 GAL181 IBE-]JGZ-2795 No d Cordia dentata (0) Cordia dentata Cordia Cordia dentata Cordia

162 GAL61 IBE-]JGZ-2802 No b Cordia spinescens (0) Cordiaceae Boraginales Boraginales Boraginales

162 GAL61 IBE-]JGZ-2819 No b Cordia spinescens (0) Cordiaceae Boraginales Boraginales Boraginales

163 GAL166 IBE-]JGZ-1480 No b Mitragyna parvifolia (0.05660) NA NA Rubiaceae Rubiaceae

164 GALG62 IBE-JGZ-1364 No d  Karwinskia calderonii (0) Karninskia Rhamneae Karninskia Rhamnaceae

calderonii calderonti
164 GALG62 IBE-JGZ-1483  No b Kawinskia calderonii (0) Karninskia Rhamneae Karninskia Rhamnaceae
calderonii calderonti

165 GAL170 IBE-JGZ-2087A  No b Cecropia longipes (0) Cecropia Cecropia Cecropia Utrticaceae

165 GAL170 IBE-JGZ-2087B No b Mitragyna parvifolia (0.05625) NA NA Rubiaceae Rubiaceae

175 GAL193 IBE-JGZ-1724B No b Fabacez}e P NPL0002, Senna Fabaceae Fabaceae Fabaceae Fabaceae
septemtrionalis (0)

176 GAL1%4 IBE-]JGZ-1738 No d Fabacez}e P NPL0002, Senna Fabaceae Fabaceae Fabaceae Fabaceae
septemtrionalis (0)

180 GAL195 IBE-JGZ-2692A  No b Guaiacum sanctum (0) Guatacum sanctum — Guaiacum Guaiacum Guaiacum

180 GAL195 IBE-JGZ-2692B No b Guaiacum sanctum (0) Guatacum sanctum — Guaiacum Guaiacum Guaiacum
Cordia spinescens, I arronia

181 GAL196 IBE-JGZ-1739B No b inermis, V. lencomalloides, 1. Boraginales Boraginales Boraginales Boraginales

multispicata (0)



Cucurbitaceae sp NPL005S,

181 GAL196 IBE-JGZ-1739C No b Cucurbitaceae sp NPL0017 NA Cucurbitaceae Cucurbitaceae Cucurbitaceae
©)

181 GAL196 IBE-JGZ-2813A No b Mitragyna parvifolia (0.05625) NA NA Rubiaceae Rubiaceae

181 GAL196 IBE-JGZ-2813B No b Guaiacum sanctum (0.01081) NA Guaiacum Guaiacum Guaiacum
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Evaluation of bias on the assessment of diet breadth
of herbivorous insects using molecular methods

Gissela De la Cadenat, Anna Papadopoulou®?, Jean-Michel Maes® and Jesis Gomez-Zurita®
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Abstract The interactions between herbivores and their host plants play a key role in
ecological processes. Understanding the width and nature of these interactions is funda-
mental to ecology and conservation. Recent research on DNA-hased inference of trophic
associations suggests that the host range of phytophagous insects in the tropics may be
wider than previously thought based on traditional observation. However, the reliability of
molecular inference of ecological associations, still strongly dependent on PCR and thus
exposed to the risk of contamination with environmental DNA, is under debate. Here, we
explored alternative procedures to reduce the chance of amplification of external, nondiet
DNA, including surface decontamination and analysis of mid/hind guts, comparing the
results with those obtained using the standard protocol. We studied 261 specimens in
eight species of Neotropical Chrysomelidae that yielded 316 pshA-trnH intergenic spacer
sequences (cpDNA marker of putative diets) from unique and multiple-band PCR results.
The taxonomic identity of these sequences was inferred using the automated pipeline
BAGpipe, yielding results consistent with 31 plant families. Regardless of the proto-
col used, a wide taxonomic spectrum of food was inferred for all chrysomelid species.
Canonical Correspondence Analysis using these data revealed significant differences at-
tributed mainly to species (expectedly, since they represent different ecologies), but also to
treatment (untreated vs. cleaned/gut samples) and PCR results (single vs. multiple bands).
Molecular identification of diets is not straightforward and, regardless of the species” niche
breadth, combining approaches that reduce external contamination and studying multiple
individuals per species may help increasing confidence in results.

Key words food-webs; gut content; insect-plant interaction; molecular ecology; molec-
ular taxonomy; pshA-trnH intergenic spacer

Introduction

The analysis of ecological interactions and community
ecology has experienced a fruitful renaissance in recent
years (Montoya et al., 2006; Carreon-Martinez & Heath,
2010; Joly et al., 2014; Symondson & Harwood, 2014;

Correspondence: Jes(is Gomez-Zurita, Animal Biodiversity
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Maritim de la Barceloneta 37, 08003 Barcelona, Spain. Tel:
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zurita@csic.es
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Kress et al., 2015). This is fundamentally owing to theo-
retical advances, with the development of powerful analyt-
ical strategies based on properties of interaction networks
(Bascompte, 2009; Dormann et al., 2009; Novotny, 2009;
Cagnolo et al., 2011), but also thanks to progress in em-
pirical methods. As for the latter, the main methodological
boost has been the use of molecular methods to character-
ize these ecological interactions (Symondson, 2002; King
et al., 2008; Carreon-Martinez & Heath, 2010). In the
case of trophic associations, these methods rely heavily
on PCR and sequencing of diagnostic markers amplified
typically from degraded organic material present in the
gut or feces of the animals of interest (Symondson,
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2002; King et al., 2008; Pompanon et al., 2012;
Zarzoso-Lacoste et al., 2013). Phenetic or phylogenetic
sequence comparisons against a reference database that
includes taxonomically relevant information provide the
required identification of the food source (e.g., Valentini
et al, 2009; Garcia-Robledo et al., 2013; Gibson
et al., 2014; Papadopoulou et al., 2015). This approach
has found great applicability in ecological studies of
invertebrates that are difficult to study with traditional
methodologies, particularly in insects of cryptic ecology.
Some examples include saproxylic insects and predators
(Eitzinger & Traugott, 2011; Klimaszewski et al., 2013;
Brown et al., 2015) as well as herbivorous insects
(Jurado-Rivera et al., 2009; Pinzon-Navarro et al., 2010;
Hereward & Walter, 2012; Kitson et al., 2013; Wallinger
etal., 2013).

Given their ease of implementation, molecular methods
have facilitated the objective acquisition of large amounts
of interaction data even for entire communities without the
need for impractical, often unattainable field observations
(Jurado-Rivera et al., 2009; Garcia-Robledo et al., 2013;
Burgar et al., 2014). Conversely, earlier studies on food
habits typically relied on visual records and field or labo-
ratory trials, focusing on a few easily recognizable species
(e.g., for Neotropical Chrysomelidae: Basset et al., 1996;
Flowers & Janzen, 1997; Descampe et al., 2008). Besides
being time-consuming, there are other serious drawbacks
to this traditional approach, including difficulties for ob-
servation of cryptic species or cryptic behaviors, biases
due to manipulation, taxonomic misidentifications in the
field, temporary or accidental associations, or alterations
of behavior in captivity, among others (Sheppard et al.,
2005; Valentini et al., 2009; Hereward & Walter, 2012).
These problems can introduce undesirable biases in the
establishment of ecological associations. On the contrary,
forthright molecular approaches potentially represent a
relatively unbiased methodology that can be applied to any
sample and sample size and overcomes most of the pre-
vious shortcomings. Even though certain technical lim-
itations have been reported, mostly associated with the
degraded nature of template DNA (King et al., 2008) or
the limited coverage and reliability of reference barcode
libraries for species identification (e.g., Ekrem et al.,
2007; Jinbo et al., 2011; Gariepy et al., 2014; Symondson
& Harwood, 2014; Papadopoulou et al., 2015), improve-
ments in laboratory methodologies and the steady growth
of reference databases are expected to alleviate these tech-
nical constraints.

The wide application of molecular methods to infer
trophic associations during the last few years has re-
vealed some surprises, suggestive of unexpectedly broad
spectra of food sources for many species. For example,

Kitson et al. (2013) reported 13 plant species as food
source for two Cratopus weevils in Mauritius, and Burgar
et al. (2014) counted 26-60 potential prey items con-
sumed by the amphipod Themisto abyssorum in Arctic
thermal vents. Moreover, even in cases where the num-
ber of inferred diets is low, these often represent highly
divergent taxa, which is difficult to explain from an adap-
tive or physiological viewpoint and occasionally con-
tradicts field observations (Hereward & Walter, 2012).
For example, Gomez-Zurita & Cardoso (2014) consis-
tently retrieved a mixed legume and fern diet for sev-
eral species of Taophila leaf beetles in New Caledonia,
when these species are exclusively known as ferns spe-
cialists (Samuelson, 2010). Herbivorous tropical insects
are precisely at the center of the ongoing debate on eco-
logical implications of niche width (Basset et al., 1996;
Novotny et al., 2002; Novotny & Basset 2005; Singer,
2008; Singer etal., 2014). Current views have shifted from
a general perception of highly specialized insect-plant
associations to one highlighting that polyphagy may be
more widespread than previously thought (Basset, 1992;
Novotny et al., 2002; Descampe et al., 2008). Resolv-
ing this question, which is now testable at exceedingly
larger scales thanks to DNA-based diet inference, has far-
reaching consequences. For example, it could potentially
affect the perception of global species diversity, whereby
adominance of narrowly specialized species would imply
higher diversity in the highly stratified and spatially struc-
tured tropical forests (Erwin, 1982; Stork, 1993; Basset
et al., 1996). At present, molecular evidence seems to
support generalist ecologies in many cases, thus pushing
estimates of species diversity in the tropics to more con-
servative positions, as those proposed by Novotny et al.
(2002) or Novotny & Basset (2005). The accuracy in es-
tablishing ecological interactions is also critical in order to
take full and meaningful advantage of the study of food-
webs, as archetypical example of interaction networks
(e.9., Meskens et al., 2011). In summary, whether DNA-
based results reflect real ecological discoveries owing to
the higher sensitivity of molecular methods or they are a
mere consequence of analytical biases in the methodolo-
gies used is a highly relevant matter.

With the accretion of data, the question thus remains
whether there are biases affecting PCR-based inference
of trophic links, therefore retrieving associations that do
not represent host or prey—predator interactions. These
biases may be the result of other interactions, such as
accidental ingestion of nonfood material, active inges-
tion of this material but not for feeding purposes (e.g.,
probing, tasting, moisturizing, secondary predation, etc.),
or plainly environmental contamination of the sample
with DNA from other sources. While there are several

© 2015 Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, 00, 1-16



examples of studies testing PCR performance under dif-
ferent degradation scenarios, usually focusing on de-
tectability half-life (Sint et al., 2011; Wallinger et al.,
2013; review in Greenstone etal., 2014), there is a paucity
of literature on PCR biases related to sampling or laho-
ratory protocols (e.g., Greenstone et al., 2011; Furlong
etal., 2015) or to the nature of targeted material (.g., See
Wallinger etal., 2013, for effects of plant identity; Thomas
et al., 2014, for effects of fat content in preys). Instead,
the reliability of host inferences is usually not contended
(e.g., Hereward & Walter, 2012; Kishimoto-Yamadacetal.,
2013) or at most with some cautionary statement a pos-
teriori when the obtained inference is eccentric (e.g.,
Gomez-Zurita et al., 2010; Kitson et al., 2013). Here, we
address this question and try to ascertain whether partic-
ular analytical procedures in the laboratory can introduce
artefacts, explaining in part the unexpected breadth or
oddity of food choices described in PCR-based studies.
In particular, in this study we will compare DNA-based
diet inference results of alternative laboratory protocols
(different sample preparation and amplification methods)
using several species of herhivorous beetles in the family
Chrysomelidae from seasonally deciduous dry forests in
Nicaragua. Our main goal is providing empirical evidence
to assess the confidence in previous results and facilitate
sound planning of future work.

Materials and methods
Samples, experimental groups, and treatments

We considered three groups of beetles to investigate dif-
ferences in diet breadth inference using molecular meth-
ods. All specimens were collected by hand, sweeping or
beating vegetation, and were sacrificed and stored di-
rectly in 100% ethanol in the field. Specimens collected
in the same collection event were stored in the same vial
and no special measure was taken to alter the presence
of environmental DNA naturally carried by the insects
(to be removed in the laboratory). Upon returning to the
laboratory, ethanol was changed and specimens stored in
the freezer at -20 °C until DNA extraction for molecular
analyses.

The first group consisted of 20 specimens of tor-
toise beetles Ischnocodia annulus (Fabricius, 1781) col-
lected on, but not necessarily feeding on, five different
plant species in the Tisey-La Estanzuela Natural Re-
serve (13.0352°N 86.3498°W) in January 2012: Ardisia
revoluta (Primulaceae; 4 specimens), Chiococca alba
(Rubiaceae; 5 specimens), Eugenia acapulcensis (Myr-
taceae; 8 specimens), Gouania lupuloides (Rhamnaceae;

© 2015 Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, 00, 1-16
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1 specimen), and Trophis racemosa (Moraceae; 2 spec-
imens). In this case, we applied our conventional pro-
cedures (e.g., Jurado-Rivera et al., 2009; Papadopoulou
et al., 2015), directly extracting DNA from each speci-
men without any treatment and using a PCR-product se-
quencing approach to assess the success rate in retriev-
ing these plants as source of DNA, either because of in-
gestion or because of physical contact as established in
the field.

The second group included 204 specimens of six
species of Alticinae (Table 1). Part of the specimens (57)
was analyzed without treatment, in a way similar to the
1. annulus specimens. The rest were subjected to a de-
contamination protocol of external surfaces prior to DNA
extraction to exclude the possibility of plant DNA be-
ing attached to the beetle body, particularly to the claws
and tarsal pads, which are almost permanently in con-
tact with plant substrate. Decontamination was based on
the recommendations of Greenstone et al. (2012) and the
specific protocol of Montagna et al. (2015): (i) the spec-
imens with opened elytra and wings were washed with
autoclaved distilled water for 2 min; (ii) this was fol-
lowed by 3 iterations of 2 min in a diluted solution of
4% sodium hypochlorite and 2 min in a 0.1% Triton-X-
100 solution in PBS 1X (Sigma-Aldrich Quimica S.L.,
Madrid, Spain), both with frequent and vigorous vortex-
ing; and (iii) a final rinsing with autoclaved distilled wa-
ter for 2 min, letting the specimens to dry before DNA
extraction.

The third group consisted of 37 specimens of the Cas-
sidinae Physonota alutacea (Boheman, 1854). Nine were
devoid of treatment and subject to the standard whole-
specimen DNA extraction protocol. In the remainder,
DNA was extracted exclusively from their dissected mid-
and hindgut, thus ensuring that the PCR products were am-
plified from the ingested plant material (Table 1). Prior to
qut dissection with sterilized forceps, the specimens were
decontaminated externally as before, after removing their

elytra.
DNA extraction and sequencing

Total genomic DNA was extracted from the whole
body of each individual specimen (or organ, in the case
of P alutacea) using a nondestructive protocol with the
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen Iberia S.L., Madrid,
Spain). After extraction, specimens were mounted dry
and retained as vouchers as part of the IBE-JGZ leaf
beetle collection (Barcelona, Spain). DNA extractions
were used as template for PCR amplification of chloro-
plast psbA-trnH intergenic spacer as a host-plant marker,
and following the same protocol as in Papadopoulou
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Table 1 Geographic source and number of specimens in each experimental group of leaf beetles (N,, without treatment; N;, with
surface decontamination treatment in Alticinae and additional gut dissection in Physonota alutacea).

Species Locality Lat. Long. N, N
Alticinae
Alagoasa decemguttata Esteli, Miraflores-Moropotente 13.1884 °N 86.3245 °W 6 0
(Fabricius, 1801) Granada, Reserva Privada Domitila 11.7084 °N 85.9536 ‘W 7 3
Rivas, Finca Guadalupe 11.1844°N 85.6575 "W 0 1
Rivas, Finca Sierra Serena 11.2334°N 85.5512 °W 1 0
Blepharida suturalis Granada, Reserva Privada Domitila 11.7084 °N 85.9536 ‘W 7 31
(Jacoby, 1885) Rivas, Finca Sierra Serena 11.2334°N 85.5512 °W 2 0
Glenidion sp. Esteli, Miraflores-Moropotente 13.1884 °N 86.3245 ‘W 2 12
Granada, Reserva Privada Domitila 11.7084 °N 85.9536 "W 1 1
Lebn, Jardin Boténico 12.4100°N 86.9588 ‘W 6 4
Managua, Reserva Natura 11.8675°N 86.5140 ‘W 1 1
Rivas, Finca Escamequita 11.2400 °N 85.8407 ‘W 1 0
Rivas, Finca Guadalupe 11.1844°N 85.6575 "W 0 3
Rivas, Finca Sierra Serena 11.2334°N 85.5512 °W 1 0
Omophoita octomaculata Esteli, Miraflores-Moropotente 13.1884 °N 86.3245 °W 2 3
(Crotch, 1873) Granada, Reserva Privada Domitila 11.7084 °N 85.9536 ‘W 0 1
Rivas, Finca Escamequita 11.2400 °N 85.8407 °W 1 0
Rivas, Finca Guadalupe 11.1844°N 85.6575 "W 1 16
Syphrea sp. Rivas, Finca Sierra Serena 11.2334°N 85.5512 °W 3 14
Walterianella venustula Esteli, Miraflores-Moropotente 13.1884 °N 86.3245 °W 4 11
(Schaufuss, 1874) Granada, Reserva Privada Domitila 11.7084 °N 85.9536 "W 2 1
Lebn, Jardin Botanico 12.4100°N 86.9588 ‘W 4 0
Managua, Reserva Natura 11.8675°N 86.5140 ‘W 2 2
Masaya, Las Flores 11.9833°N 86.0333 °'W 0 41
Rivas, Finca Escamequita 11.2400°N 85.8407 ‘W 1 1
Rivas, Finca Sierra Serena 11.2334°N 85.5512 "W 2 1
Cassidinae
Physonota alutacea Esteli, Miraflores-Moropotente 13.1884 °N 86.3245 °W 7 14
(Boheman, 1854) Granada, Reserva Privada Domitila 11.7084 °N 85.9536 ‘W 1 7
Managua, Reserva Natura 11.8675°N 86.5140 ‘W 1 7

et al. (2015) without modifications. Some samples
yielded PCR products directly with universal primers,
some required reamplification with custom internal
primers (Papadopoulou et al., 2015), and some generated
multiple bands, which were isolated from 1.5% agarose
gels, reamplified with internal primers and sequenced.
All PCR products were sequenced in both directions
using their corresponding PCR primers and the BigDye
Terminator 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA). Sequences were edited,
primers removed and complementary strands assembled
using Geneious Pro 5.3.6 (Drummond et al., 2010).
Sequences newly obtained for this study were deposited
in the European Nucleotide Archive datahase (EMBL-

EBI, Hinxton) with accession numbers LN898972-
LN899274.

Diet inference

The taxonomic identification of potential host-plants
based on psbA-trnH sequences obtained from leaf
beetle extractions was performed using the automated
identification pipeline BAGpipe (Papadopoulou et al.,
2015). In brief, BAGpipe collects sequence data from
public nucleotide sequence databases for a marker of
interest, polishes heterogeneous sequence data to remove
intraspecific redundancy, alternative orientations and
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nonhomologous ends, and links reference sequences
to the taxonomy supplied by the source database. This
provides with a reference database further partitioned
in customized clusters based on sequence similarity and
allows for taxonomic assignment of query homologous
sequences with an automatic procedure that generates
identifications based on phylogenetic (using maximum
likelihood and bootstrap support from RAXML 7.2.8;
Stamatakis, 2006; Stamatakis et al., 2008) and phenetic
criteria. In principle, we considered all identification
strategies, including the phenetic best-match criterion
and the liberal (highly supported sister-group relation-
ships between query and database sequences) and strict
(common taxonomy of terminals within a highly sup-
ported clade including the previous group) phylogenetic
methods (Papadopoulou et al., 2015).

The reference database for BAGpipe was generated
using the latest available release from GenBank (Au-
gust 19, 2014). These public sequence data were sup-
plemented with our local pshA-trnH database from the
flora of Nicaragua where the beetles had been collected,
in order to increase the chance of correct identifications
by enriching the coverage of relevant plant taxonomic
diversity (Papadopoulou et al., 2015). Two intermediate
stages in the automatic procedure were checked prior
to accepting taxonomic inferences: (i) sequence align-
ments for each sequence cluster were visually inspected
in Geneious Pro 5.3.6 to identify and correct obvious mis-
aligned regions, and (ii) maximum likelihood trees for
each sequence cluster to verify dubious taxonomic infer-
ences, often resulting from problematic taxon IDs in Gen-
Bank, which were removed or corrected in our reference
database.

Treatment comparisons

A nonstatistical validation of results was achieved by
contrasting diet inferences against the previously existing
literature on host-plant records for the leaf beetle species
or genera investigated here (Table S1). Additionally, we
formally tested the hypothesis that our alternative labo-
ratory procedures, including bleaching and/or reamplifi-
cation, had an effect on the inference using multivariate
analysis. Specifically, we compiled a presence/absence
matrix of diets inferred for each sample (individual) of
Alticinae and P. alutacea, which was analyzed by means
of Canonical Correspondence Analysis (CCA; ter Braak,
1986) using functions of the R package "vegan” version
2.2-1 (Oksanen et al., 2015) in R Studio (R Development
Core Team, 2013). The response matrix of diets was con-
sidered either by distinguishing different inferences at the
lowest available taxonomic level (different species, albeit

© 2015 Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, 00, 1-16
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imprecisely labeled taxonomically) or exclusively at plant
family level. The former resulted in high dispersion of ob-
servations and, in order to reduce the number of columns
in the response matrix and achieve a better-balanced sam-
pling (i.e., with less empty cells), we opted for the latter.
This strategy is also a biologically sound alternative, since
host specificity is rarely realized at the species level, but
at supraspecific ranks instead (e.g., Novotny & Basset,
2005; Barrett & Heil, 2012). We tested how three factors
(explanatory variables) may affect the response matrix:
insect species, pre-extraction conditions and PCR charac-
teristics. As pre-extraction conditions we considered the
treatment applied to each sample, that is, no treatment ver-
sus decontamination/gut dissection (both treatments were
lumped as asingle external-DNA exclusion variable). Pos-
sible effects of the amplification protocol considered the
results from direct sequencing of unique PCR products,
either with universal or internal primers (again to balance
sample sizes), separately from these obtained from ream-
plification of excised agarose gel bands. Significance of
the effect of variables on the response matrix was assessed
using ANOVA on the CCA axes with 999 data permuta-
tions, and the potential effect of the order of inclusion of
explanatory variables in the analysis was controlled trying
alternative ordinations of these variables. Results from the
test were graphically represented as a distance biplots for
significant CCA axes.

Results
Retrieval of putative diet sequences

The 261 beetle specimens analyzed (72% of total avail-
able) yielded 316 psbA-trnH sequences ranging in length
between 93 and 573 nucleotides. Of these, 194 sequences
were the result of direct sequencing of a single PCR
product using either universal (57 sequences) or ream-
plification with custom internal primers (137 sequences),
and 122 were obtained from reamplification of excised
agarose gel bands. Mononucleotide repeats (deoxyadeno-
sine and thymidine) affected 15% of the sequences, and
they were removed before using the sequences for taxo-
nomic inference. Table 2 shows the amount of sequences
obtained for each experimental group and sequencing
strategy.

Building up and refinement of pshA-trnH reference
database for BAGpipe

The latest GenBank public release at the time of prepa-
ration of this study (August 2014) together with our
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Table 2 Number of pshA-trnH sequences obtained in each ex-
perimental group of leaf beetles (N, number of specimens), dis-
criminating between direct sequencing of PCR products (either
with original or internal primers) and those requiring previous
excision and reamplification of multiple agarose gel bands.

Experimental Direct Excised
group sequencing  bands
Ischnocodia annulus 20 7 2
Alticinae untreated 57 36 39
Alticinae decontaminated 147 122 48
Physonota alutacea 9 3 8
untreated
P alutacea guts 28 26 4
Total 261 194 122

Nicaraguan plant psbA-trnH database produced a refer-
ence database with 34 686 psbA-trnH sequences. The ini-
tial step of the pipeline with a default 90% identity thresh-
old split the data, that is, the 316 psbA-trnH sequences,
into 48 query groups. Five of these groups included more
than 500 and up to 2103 homologues to one or several pu-
tative diet sequences, four of them with more than 1000 se-
quences corresponding to three abundant and well repre-
sented plant families in GenBank (Asteraceae, Fabaceae,
and Poaceae) and the fifth group to the monocot family
Musaceae. The putative diet sequences in these clusters
were run through the initial step of the pipeline with in-
creased identity thresholds (93%-99%) to produce query
groups smaller than 500 sequences for efficient process-
ing. Conversely, 12 query groups retrieved less than 10
sequences from the reference database and in some cases
no sequence at all. In these cases, initial identity thresh-
olds were decreased (80%-89%) and 10 query groups
obtained 10-24 homologues for subsequent steps. Three
of the query groups remained smaller and an alternative
strategy was used by allowing the reference database to
include shorter fragments, down to 150 nt long (default
in pipeline settings = 200 nt). This modification allowed
inclusion of the putative diet sequences in these groups
into larger query groups with 11-22 homologues. Once
each query group had a suitable size for analysis, the rest
of the BAGpipe identification pipeline could be run using
default settings.

As in our first study using BAGpipe (Papadopoulou
et al,, 2015), some inferences were compromised by
seemingly erroneous taxonomic metadata in GenBank or
by unresolved nomenclature discrepancies. These prob-
lems were detected after running the analysis and obtain-
ing taxonomically lax identifications suggestive of very
divergent taxonomic ranks included in the same query

group. Problematic sequences were identified and ex-
cluded from their respective query groups before rerun-
ning the pipeline (Table S2).

Inference of insect-plant associations

The BAGpipe analysis of 316 psbA-trnH sequences
from the three experimental groups yielded 77 different
plant sources (species), which belonged to 31 botanical
families in 21 orders (Fig. 1 & Table S3). Different tax-
onomic identification criteria had an impact on the ac-
curacy of the identification, whereby the strict tree-based
method had in general terms lower precision (i.e., inferred
higher taxonomic ranks) and higher accuracy (i.e., infer-
ences were more reliable), while the opposite was gener-
ally true for a best-match phenetic approach (Table 3). All
sequences were confidently placed in their plant family
regardless of the procedure used, while inferences to tribal
or equivalent suprageneric rank dropped to 42.4% using a
tree-based strict criterion and to 79.0% using a tree-based
liberal criterion. Genera were unequivocally assigned in
27.0% of cases using the strict criterion or tentatively to
68.0% of cases based on the relaxed liberal criterion.

The 20 specimens of Ischnocodia annulus collected on
five species of five plant families yielded inferences of
15 plant species in nine plant families, but only two of
them represented taxonomic matches between field ob-
servations and laboratory inferences (Table 4). The results
from the experimental groups of Alticinae and the inferred
plant associations for Physonota alutacea are shown in
Fig. 1. Data obtained for Alagoasa decemguttata were
consistent with associations with 20 plant species in 11
families, with Verbenaceae and Bignoniaceae dominating
the inferences. The sequences obtained from Blepharida
suturalis belonged to five plant species in four families,
with most inferences corresponding to Burseraceae. In the
case of Glenidion sp., we inferred 17 species in nine fam-
ilies, with Fabaceae and Lamiaceae being the most recur-
rent. For Omophoita octomaculata, we found 11 species
in seven families, mainly in the Verbenaceae. For Syphrea
sp., there were 13 species in 11 families, and the most
abundant record was one species of Euphorbiaceae. Fi-
nally, for Walterianella venustula, we inferred 19 species
in 14 families, but mainly in Lamiaceae. In the case of the
tortoise heetle P alutacea, data suggested interaction with
eight plant species in six plant families, with most infer-
ences corresponding to several species of Cordia (Boragi-
naceae). Excised bands always produced more inferences
than direct sequencing and, with only few exceptions, the
inferences from direct sequencing were a proper subset of
those obtained from excised and reamplified bands.

© 2015 Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, 00, 1-16
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Fig. 1 Taxonomic identity and diversity of plant pshA-trnH sequences amplified from DNA extracts of six species of Alticinae
(A. decemguttata, B. suturalis, Glenidion sp., O. octomaculata, Syphrea sp., and W. venustula) and one of Cassidinae (P alutacea). Top
(Alticinae) or left (P. alutacea) pie charts show data obtained from reamplification of excised agarose gel bands, and bottom (Alticinae)
orright (P alutacea), those obtained from direct sequencing with or without reamplification. For clarity, sequences obtained from treated
specimens (i.e., decontaminated for Alticinae or dissected guts for P. alutacea) are hatched, and the number of sequences obtained with
and without treatment given as boldface and plain font, respectively. An asterisk denotes plant families reported as host-plants of the
respective species in the literature. Inferences labeled as “Lamiaceae*" are indistinguishable and phylogenetically nested within Vitex
spp., but the strict inference criterion in BAGpipe failed to recover this inference. Different colors are used for different plant families,
and the ones that are not mentioned by name in some of the pie charts are shown in the legend.

© 2015 Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, 00, 1-16
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Table 3 Taxonomic precision of BAGpipe plant identifications based on psbA-trnH sequence data obtained from different leaf beetle
species (N, number of specimens). The number of sequences placed by different identification criteria in specific (S), generic (G),
suprageneric (T), or familial (F) categories is given, showing a trend toward reduced precision when applying more stringent criteria

(while increasing accuracy in the prediction).

Best-match 1% threshold® Tree-based liberal Tree-based strict

Beetletaxon N

S G T F S G T F S G T F s 6 T F
Alagoasa 25 17 8 0 0 2 2 1 9 3 9 4 0 3 9 1
Blepharida 47 18 29 0 0 4 43 0 0 4 4 0 1 0 5 0 4
Glenidion 4€0 226 14 0 0 11 2 2 0 13 15 5 7 0 13 6 2
Ischnocodia v 27 2 1 0 6 30 1 10 5 11 4 0 7 18 5
Omophoita 2 26 2 0 0 7 18 0 0 2 30 1 0 19 2 7
Physonota 4 2 9 0 0 7 R 0 1 8 3 0 2 5 2 0
Syphrea % 2 2 0 1 12 5 2 1 14 4 3 4 1 15 4 5
Walterianella 80 76 4 0 0 24 4 0 0 23 6 8 4 0 15 10 55
Total 36 244 70 1 1 78 169 6 4 105 109 36 66 6 79 49 18

fNot all sequences grouped in named assemblages, therefore these results represent a subset of all sequences available.

“Tribe or suprageneric assemblage.

Table 4 Taxonomic inferences based on psbA-trnH data for a
sample of specimens (N) of Ischnocodia annulus collected on
different plants.

Source of specimens

Inference N \ora. Myrta- Primu- Rhamn- Rubia-

ceae ceae laceae aceae  ceae
Acanthaceae 1 1
Boraginaceae 1 1
Cucurbitaceae 2 2
Fabaceae 22 2
Malvaceae 2 1,1 2 1,1
Myrtaceae 1 1
Poaceae 1 1
Polygonaceae 2 2
Rubiaceae 3 41 3 1 3
Total 15 2 10 9 1 8

Note: Boldface font indicates data obtained by direct sequenc-
ing of PCR products and round font those requiring previous
excision and reamplification of multiple agarose gel bands. As-
terisks (*) highlight matches between source plant and inferred
association.

Statistical assessment of treatment effects

Our main aim was testing whether plant inferences were
significantly different between laboratory treatments, in-
corporating two relevant binary explanatory variables to
the analysis, besides a control for the beetle species: (i) no

or special treatment of samples to avoid external contami-
nation and (ii) obtaining single or multiple PCR products.
The CCA model showed that there were significant dif-
ferences between samples (chi-square [3 df] = 1.2321,
P =0.001), with a 6.08% of variation nonrandomly dis-
tributed according to the explanatory variables. The first
3 canonical axes were significant (Pcca1 ccaz = 0.001,
Pccas = 0.007) and explained 57.8%, 27.3%, and 14.9%,
respectively, of total variation, and the 3 explanatory vari-
ables were highly significant too (P < 0.002). Fig. 2 shows
the distance biplots resulting from the CCA, highlighting
that most of the variation represented on the first axis cor-
responds to the species, whereby second and third axes
accumulate most of the variation determined by labora-
tory procedures, with @ major contribution of treatment
on the second axis and of PCR characteristics on the third
axis.

Discussion
Wide breadth of DNA-based trophic ecologies

All our inferences of host-plant associations show a
similar pattern as those already reported in the literature
using PCR-based methods: the breadth of inferred
associations is remarkably high, even for species consid-
ered particularly conservative in their food choice. For
example, we obtained data compatible with up to 14 plant
families putatively ingested by Walterianella venustula
or 11 by Alagoasa decemguttata and Syphrea sp., in

© 2015 Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, 00, 1-16
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Fig. 2 Correspondence analysis distance biplots according to the first 3 ordination axes of leaf beetle DNA-based diet inference data,
with a posteriori projection of explanatory variables (a, species; b, treatment; c, amplification protocol). Crosses mark the tip of vectors
representing response variables (“species scores” in CCA), and circles the ordinated weighted averages of individuals as expressed in
the space of response variables (“site scores” in CCA). The first CCAL axis ordinates data mainly according to species, while the CCA2

and CCA3 axes ordinate according to the other two variables.

every case representing deeply divergent angiosperm
lineages. Moreover, for species known to be narrowly
specialized in their food choice, such as Blepharida
suturalis, expected to feed on Burseraceae like all of its
close relatives (Furth, 1998), or Physonota alutacea, that
is known to feed on the borage Cordia spp. (e.g., Flowers
& Janzen, 1997; J.-M. Maes, pers. obs.), the number of
inferred food plants is also relatively high: four and six
divergent angiosperm plant families, respectively. Given
the lack of reliable prior information on the ecology
of these species (except maybe for P. alutacea) and
the fragmented nature of the existing records, there is
no reason a priori to cast doubt on these results, that
is, these species might be indeed highly polyphagous.
Interestingly, while DNA-based results contrast with
the scant information published on these species, they
generally confirm the previous records, as in most cases
(apart from Ischnocodia annulus and W. venustula) the
prevalent inference precisely coincides with one or more
host-plant families already identified in the literature
(Table S1).

Indeed, it is an extremely common pattern that
DNA-based analyses of diets, regardless of the organism
and feeding strategy, produce a higher number of prey
species than those obtained by other methods. Among
predator vertebrates there are several examples including
fish (Taguchi et al., 2014), lizards (Kartzinel & Pringle,
2015), birds (Alonso et al., 2014), felines (Shehzad et al.,
2012), and bats (Clare et al., 2014; Kriger et al., 2014). In
the case of marine invertebrates, examples can be found
for squid (Braley et al., 2010) and amphipods (Olsen

© 2015 Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, 00, 1-16

etal., 2014), among others. But it is precisely the case of
herbivore insects, particularly beetles, where we find this
effect more consistently, in part because their ecologies
are less well studied. Jurado-Rivera et al. (2009) already
found a few divergent and difficult to explain trophic links
for Australian Chrysomelinae specialists, and subsequent
work on a range of specialist and generalist leaf beetle and
weevil groups consolidated the pattern (Gomez-Zurita
etal., 2010; Pinzon-Navarro et al., 2010; Garcia-Robledo
etal., 2013; Kishimoto-Yamada et al., 2013; Kitson et al.,
2013; Gomez-Zurita & Cardoso, 2014; Papadopoulou
et al., 2015). Such wide trophic spectra reported in the
literature using molecular methods, as well as our current
results, could simply reflect the uniformity and durability
of DNA relative to other characters for identification
(e.g., some food sources will not leave morphologically
identifiable remains) or the high sensitivity of PCR even
with small quantities of starting DNA (Symondson,
2002; Zarzoso-Lacoste et al., 2013; Paula et al., 2014).
Yet, it is also well known that PCR introduces biases
when applied to heterogeneous samples with multiple
DNA templates, which commonly produces an opposite
trend, that is, it reduces the number of inferred diets (false
negatives). Alternatively, PCR biases may select against
the true diet in favor of other sources of DNA, being also
prone to artefacts and confounding results (King et al.,
2008; Ji et al., 2013; Zhou et al., 2013; Symondson &
Harwood, 2014; Ficetola et al., 2015). Thus, the question
still remains whether the increased spectra of inferences
observed here and in other recent DNA-based studies are
reliable or heavily biased by PCR artifacts.
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Interpreting wide DNA-based trophic spectra

Most authors interpret the kind of results described
above as hard evidence for spectacularly wide host ranges,
for example covering from ferns and gymnosperms to
several groups of angiosperms for a single leaf beetle
species (e.g., Kishimoto-Yamada et al., 2013). However,
in certain cases the results are questioned to some degree
by the authors, especially when the obtained inferences
are odd in a particular geographic context. For example,
Gomez-Zurita et al. (2010) raised concerns about exotic
gymnosperm sequences putatively representing the food
of Arsipoda flea beetles in New Caledonia, as well as
sequences of angiosperm plant species that had not been
recorded in the island, otherwise intensively researched by
botanists. If such results represent analytical biases, they
may be addressed using modifications of experimental
protocols (e.g., PCR enrichment techniques; O’Rorke
et al.,, 2012), deep-sequencing (e.g., Pifiol et al., 2014),
PCR replication (Ficetola et al., 2015), or abandoning
PCR-based approaches altogether (e.g., Zhou et al., 2013;
Paula et al., 2014). However, none of these proposed
strategies can deal effectively with the problem of contam-
inating DNA from a source other than food, including sec-
ondary predation in the case of predators (Sheppard et al.,
2005), although this problem is unlikely to affect insect
herbivores.

A small number of experiments have been specifically
designed in the recent past to investigate this important
concern, the impact of external contamination on molec-
ular inference of ecological associations. For example,
Harwood & Greenstone (2008), Chapman et al. (2010),
Greenstone et al. (2011), and King et al. (2012) tested
the proposition that certain collecting techniques may in-
crease the chances of external contamination (King et al.,
2008). These studies found contradictory results, with
only the latter two reporting an effect of the collecting
method. Interestingly and alarmingly, Greenstone et al.
(2011) failed to entirely discard effects of external con-
tamination even under experimental conditions expected
to exclude this possibility. Following up on these results,
Greenstone et al. (2012) evaluated bleaching protocols
to oxidize external DNA contamination and verified the
mitigation (but not exclusion, again) of the risk of cross-
contamination (a similar approach with similar conclu-
sions but avoiding bleaching of delicate marine organ-
isms was developed by O’Rorke et al., 2013). All'in all,
the results of these tests are not entirely conclusive on the
real prevalence and danger that external contamination
poses to large-scale analyses of feeding ecology, and this
risk is deemed unpredictable (Greenstone et al., 2012). In
this respect, the results obtained for Ischnocodia tortoise

beetles are particularly intriguing, as molecular inference
fails to recover in most cases the expected host-plants re-
ported in the literature for these beetles, neither it detects
the closest and most recent source of potential external
contamination, that is, the plant upon which the insects
were captured in the field.

In our study, decontaminated samples still produce a
high diversity of diet inferences in some cases, but pro-
portionally lower relatively to the number of individu-
als analyzed (Fig. 3). If these results are an extension of
those of Greenstone et al. (2012) they may suggest that
the exact external DNA oxidation protocol requires op-
timization for every type of sample, or alternatively that
these extra inferences indeed represent real host-plant as-
sociations. In particular, in the case of Physonota tortoise
beetles, given our results based on externally decontami-
nated specimens and the exclusive use of guts as source of
DNA, it appears reasonable to assume multiple sources of
food. However, the combination of results for known spe-
cialist beetle taxa, yield of multiple products from a single
PCRwith an overall increased diversity of inferences from
these multiple bands, and statistically significant differ-
ences among treatments, cast a reasonable doubt on the
quality and reliability of our molecular inferences and by
extension on those of similar studies. Hereward & Wal-
ter (2012) proposed that a sound strategy to disentangle
real trophic ecology from methodological biases laid on a
quantitative approach considering large samples of indi-
vidual incidence on potential hosts, potential host diver-
sity, considerations on different life stages and the match
of molecular diet analyses with field data. This proce-
dure, ideal as it sounds, is nonetheless impracticable for
large-scale biodiversity studies, particularly in the tropics,
where neither the flora nor the insect diversity can be prop-
erly sampled or identified in the field (e.g., Burgar et al.,
2014; Kartzinel & Pringle, 2015; Papadopoulou et al.,
2015), and it still does not solve the problem of contam-
ination of samples with environmental DNA. However,
in agreement with Hereward & Walter (2012), our expe-
rience shows that part of the answer may reside indeed
in the analyses of large samples of individuals belonging
to the same species. The taxonomically bounded repeti-
tion of the same experiment may reveal qualitatively reli-
able trophic associations, including generalist ecologies,
using frequency-dependent argumentation, whereas rare
inferences can be considered only tentatively. For exam-
ple, our reiterated inference of Fabaceae and Lamiaceae
as food plants for the relatively well-sampled Glenidion
sp. or Lamiaceae and Scrophulariaceae for Walterianella
venustula, are strongly suggestive of these species being
able to feed on at least two divergent plant families (and
possibly some others). In summary, many circumstantial

© 2015 Institute of Zoology, Chinese Academy of Sciences, 00, 1-16



No. of inferred families
~ MW@ & h B o~ @ ©

Exploring bias in DNA-based diet studies 11

) Soeciman sttt Bustreert, dvoct secuencng

® = ® % @

No. of beetle specimens

Fig. 3 Absolute number of inferred plant families putatively used as food by several species of leaf beetle (A, Alagoasa decemguttata;
B, Blepharida suturalis; G, Glenidion sp.; O, Omophoita octomaculata; P, Physonota alutacea; S, Syphrea sp.; W, Walterianella
venustula), distinguishing between untreated (subscript u and white symbols) or treated samples (subscript t and black symbols) and
direct sequencing (squares) or from excised bands (circles). The absolute number of plant families inferred as putative leaf beetle
diet does not show a consistent pattern, with some species producing clear increments (A, G, S, O) and some a negligible increase
or a reduction (B, P, W). Excised bands (circles) typically generate more inferences than direct sequencing (squares) within the same

experimental group.

behavioral and environmental factors limit the quantita-
tive utility of molecular approaches to diet assessment
(Furlong, 2015). It may be tempting to consider the use
of real-time PCR to quantify the contribution to PCR of
different templates per individual sample, under the as-
sumption that contaminant DNA will be less abundant
than diet DNA. However, this approach would not be effi-
cient for medium- and large-scale studies, as it would re-
quire recognizing first which barcode variants are present
in each individual sample in order to design probes (e.g.,
TagMan) and subsequently quantify each specific prod-
uct. Moreover, the assumption that diet DNA should be
overrepresented may not be realistic in all cases. Nev-
ertheless, the qualitative value of presence/absence data
can be certainly improved with increased sample sizes,
under the assumption that the biasing factors (e.g., exter-
nal DNA contamination) will not affect all specimens and
in the same direction, that is, they will produce random,
rather than systematic error.

Empirical, methodological, and conceptual
considerations

King et al. (2008) proposed a valid and rather com-
prehensive catalogue of good practices for molecular as-
sessment of diet. Empirical data, including our results
here, suggest that there is indeed an effect of certain pro-
cedures on the outcome of the analyses. Yet, it is unclear
how to evaluate the reliability of results (e.g., based on the
persistence of external contamination; Greenstone et al.,
2012). According to our empirical results, certain proce-
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dures, such as working with singly and effortlessly ob-
tained PCR products, especially if the same inference is
reiterated for several individuals, appears as a more reli-
able strategy than forcing the PCR to work with degraded
templates and increasing the chances of amplifying con-
taminating DNA. We can only speculate on the reasons
for the obtained pattern, but the inclusion of results based
on multiple bands had a significant effect on the outcome
and also on the range of inferences, also with very re-
duced redundancy of results (Figs. 1 and 3). PCR-free
methodologies (Paula et al., 2014) exploiting the benefits
of next-generation sequencing for diet assessment (Har-
wood & Symondson, 2014 and references therein) appear
asamore robust approach, in particular when dealing with
low-quality and degraded DNA, minimizing the bias of
PCR picking on a nondiet template, and it would be inter-
esting to compare our current results from results obtained
with those methods. Furthermore, stricter laboratory pro-
cedures such as the ones used for ancient DNA studies,
including working in aseptic environments may benefit
the molecular study of trophic ecology (Ficetola et al.,
2015). While we paid special attention in the lab to min-
imize the chance of cross-contamination or contamina-
tion with environmental DNA, some results indicate that
we did not avoid entirely this risk during PCR prepara-
tion. Specifically, we inferred an association with Cornus
sericea from one decontaminated sample of Glenidion sp.
based on an excised gel band. Cornaceae are not present
in the flora of Nicaragua (Stevens et al., 2001), and C.
sericea is precisely the confirmed host-plant of several
North American leaf beetle species in the genus Cal-
ligrapha extensively studied in our lahoratory (the same

345



346

12 G.DelaCadenaetal.

may possibly apply to the inference of Salix sp. for one
individual of Walterianella venustula).

The success and reliability of DNA-based diet assess-
ment may be conditioned to some extent by the natural
history of the organism under scrutiny. Large and passive
herbivore insects, actively and frequently feeding both as
larvae and adults may provide a better food DNA tem-
plate for diet inference studies, than small, active insects,
exposed to multiple sources of environmental DNA. Our
previous work with Chrysomelinae, relatively large and
passive leaf beetles commonly grazing on their host-plant,
similarly to Physonota alutacea or Blepharida suturalis
studied here, proved particularly unchallenging for diet
assessment, generally retrieving the expected host-plant
(Jurado-Riveraetal., 2009; Montelongo & Gomez-Zurita,
2013). Previous studies that assessed the effect of animal
size on prey detection success suggest that these two fac-
tors are not related, or that there might be a more impor-
tant effect of prey type or feeding strategy on success rate
(Hosseini et al., 2008; Eitzinger et al., 2014). Perhaps
the higher detection success when working with those
large Chrysomelinae beetles in comparison to most flea
beetles investigated here or to other leaf beetles from pre-
vious studies (Gémez-Zurita et al., 2010; Gémez-Zurita
& Cardoso, 2014) is not strictly related with body size
per se, but with the increased chances of collecting (and
immediately sacrificing) the specimens while they are ac-
tually feeding, thus with enough nondigested plant tissue
in their guts, which improves the overall quality of tem-
plate DNA. Despite relatively long persistence times doc-
umented for food DNA in arthropods (e.g., Hosseini etal.,
2008; Wallinger et al., 2013), time between meals may
challenge detection in smaller, actively wandering insects.

On the other hand, except for the few blatant cases of
PCR contamination in the laboratory such as the ones
mentioned above, a broad trophic niche inferred from
DNA may indeed reflect generalist ecologies, a possi-
bility that certainly requires further consideration. The
degree, range, and meaning of host specificity of insect
herbivores is still a contentious issue in ecology (Barrett
& Heil, 2012), more so in the case of tropical insects, our
target of research, including the current focus on leaf bee-
tles found in Nicaraguan seasonally dry forests. In general
terms, it is assumed that insect host-specificity in the trop-
ics may not be significantly higher than in temperate areas,
if not lower (Basset, 1992; Novotny et al., 2002; Novotny
& Basset, 2005), and diet-mixing has been proposed as
a strategy that provides with fitness benefits (reviewed
in Singer, 2008) or a survival strategy on suboptimal
resources when the required host-plant is not available
(e.g., Hereward & Walter, 2012). The accumulation and
verification of data supporting broad niches for tropical

herbivorous species, and comparable data with reversed
trends for temperate species, may grant support to the the-
ories proposing widespread generalist habits in the tropics
(e.g., Novotny et al., 2002; Novotny & Weiblen, 2005).
Nonetheless, in the light of our results and of dozens
of studies revealing similar patterns, it will be sensible
to treat DNA-based inferences of trophic connectance as
mere scientific hypotheses. Assessing their reliability may
ultimately require a return to origins, conducting field and
lahoratory tests the hard way to evaluate whether a par-
ticular organism can develop, survive and reproduce on a
particular diet inferred by molecular means.
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Apéndice V1. Carta de colores de familias botanicas inferidas segtin el método de BAGpipe. Se indican los 23 otdenes a
los que pertenecen las 46 familias encontradas.

Piperales Poales Zingiberales Pentapetalae Dilleniales Vitales
Piperaceae - Zingiberales Pentapetalae _ Vitaceae
Zygophyllales Malpighiales Fabales Cucurbitales
Rosales Fagales Myrtales

[ssgmmnce |
Sapindales Malvales Brasicales Caryophyllales
— _ —
asterids Gentianales Ericales Solanales
asterids Rubiaceae _ Convolvulaceae| Solanaceae
Boraginales Lamiales Asterales
Boraginales Acanthaceae
Ehretiaceae Lamiales Verbenaceae




Ap éndice VII. Catalogo de flora vascular inventariada en cuatro
localidades de bosque seco tropical de Nicaragua.

Especic R. Miraflores- R. R.. . F. Sierra
Moropotente Natura Domitila Serena

Acacia collinsii X X X
Acacia cornigera X
Acacia farnesiana X
Acalypha alopecuroides X X X
Acalypha chordantha X
Acalypha diversifolia X
Acalypha firmnla X
Acalypha setosa X
Acanthocereus tetragonus X X
Achatocarpus nigricans X
Achyranthes aspera X
Acrocomia mexicana X X
Acrostichum aureum X
Adelia triloba X
Adiantum concinnum X
Adiantum trapeziforme X be
Aechmea magdalenae X
Ageratum conyzoides X
Albizia guachapele X X
Albizia niopoides X X
Albizia saman X X X
Allophylus racemosus X X
Alternanthera pubiflora X X
Alternanthera sessilis X
Ambrosia pernviana X X
Ampelocera macrocarpa X
Amphilophinm paniculatum X X
Anacardium excelsum X
Andira inermis X
Anemopaegma chrysanthum X
Annona glabra X
Annona purpurea X X
Annona reticulata X X X
Annona squamosa X
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Anoda cristata
Anthurinm cubense
Apeiba tibonrbou
Aphelandra scabra
Ardisia opegrapha
Abrdisia revoluta
Aristida ternipes
Aristolochia anguicida
Aristolochia grandiflora
Arrabidaea patellifera
Asclepias curassavica
Astronium graveolens

Agzadirachta indica

Baccharis salicifolia subsp. monoica

Bactris major

Baltimora recta
Banisteriopsis acapulcensis
Barleria oenotheroides
Baubhinia divaricata
Baubhinia nngnlata
Begonia cardiocarpa
Begonia plebeja

Begonia semiovata

Bixca orellana

Blechnum appendicnlatum
Blechum pyramidatum
Blepharodon mucronatum
Boerhavia diffusa
Borreria densiflora
Borreria ovalifolia
Bravaisia integerrima
Brickellia oliganthes
Bromelia pingnin
Brosimum alicastrum
Buddleja americana
Bursera simarnba
Byrsonima crassifolia
Byttneria acunleata

Caesalpinia exostemma
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Calea ternifolia X

4]

Calopogoninm mucunoides

4]

Canavalia brasiliensis

4]

Canavalia rosea

4]

Caperonia palustris

4]

<

Capparis frondosa

4]
4]

Capraria biflora

Capsicum rhomboideum

4]

Cascabela ovata

4]

M

Casearia praecox

Cayaponia racemosa X

Cedrela odorata X X

Celtis ignanaea X X

Cenchrus multiflorus

Ceratophyllum demersum X

Ceratopteris pteridoides

Cestrum scandens X

Chamaecrista nictitans X

Chamaesyce hypericifolia X
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Chamissoa altissima X X

Chiococca alba X

Chrysobalanus icaco X

Cissus verticillata X X

Clavija costaricana X

Cleome speciosa X

Chnidoscolus nrens X

Coccoloba caracasana X X

Cochlospermum vitifolinm X X

Combretum farinosum X

Conyza bonariensis X

Corchorus siliguosus X

Cordia collococca X X

Cordia inermis X

Cordia pringle: X

Cornutia pyramidata X

Couroupita nicaraguarensis X

Crateva tapia X X X

Crescentia cujete X

Crossopetalum uragoga X X
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Crotalaria pumila

4]

Croton argentens

M
<

Croton hirtus

4]

Croton payaquensis

4]

Curatella americana

<

4]

Cydista aequinoctialis

Cyperns aggregatus X

Cyperns digitatus X X

Cyperns imbricatus X

<

Cyperns mutisii

Cyperus thyrsiflorus

Dalbergia retusa

4]

M
<

M

Dalechampia dioscoreifolia

Datura stramonium

Delonix: regia

Desmodinm infractum

4]

<

4]

Digitaria bicornis

Dioscorea convolvulacea

Diphysa americana

4]

4]

<
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Echinochloa colona

Ecbhites yucatanensis

Ecdlipta prostrata

Eichhornia crassipes

Elephantopus mollis X
Eltraria imbricata

Emilia sonchifolia

Entadopsis polystachya

Enterolobium cyclocarpum

Erynginm foetidum

Erythrina fusca

Espejoa mexicana

Euncalyptns camaldulensis

Eugenia acapulcensis X
Eugenia salamensis

Eugenia venezuelensis

Eupatorium albicanle

Eupatorium macrophyllum X
Euphorbia graminea X
Euphorbia heterophylla X

Ficus cotinifolia

Ficus insipida

Fieus maxima

Florestina latifolia X
Funastrum clansum

Genipa americana

Gliricidia sepium

Gompbhrena serrata

Gonolobus barbatus

Gonolobus heterophyllus

Gonania lupuloides X
Gouania polygama

Gronovia scandens

Guaiacum sanctum

Guarea excelsa

Guarea glabra

Guazuma nlmifolia

Guettarda macrosperma

Gurania makoyana X
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Hamelia patens X

Heliotropinm filiforme X

Heliotropinm macrostachynm X

Heteranthera reniformis

4]

Hibiscus sabdariffa

4]

<
<

Hura crepitans

M
<

Hymenachne amplexicanlis

Hyparrhenia rufa

<

Hyptis mutabilis

Hyptis suaveolens

4]

4]

Inga oerstediana

Ipomoea cholulensis

M

4]

Ipomoea hederifolia X

Ipomoea nil

Ipomoea setosa X

4]

Ipomoea tricolor

Iresine calea

M
<

Jacquemontia mexicana

4]

4]
M

Justicia carthaginensis
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Kallstroemia maxima
Karwinskia calderonii
Lagascea mollis
Lantana nrticifolia
Lasiacis ruscifolia

Leonotis nepetifolia

Lepidinm virginicum var. centrali-americanum

Lencaena leucocephala spp. glabrata

Licania arborea

Licania belloi

Lippia cardiostegia
Loeselia ciliata
Lonchocarpus minimiflorns
Lonchocarpus phaseolifolins
Lonchocarpus phlebophyllus
Ludwigia octovalvis
Ludwigia peploides
Luehea candida

Luffa aegyptiaca
Lycopersicon esculentum
Lycoseris latifolia
Lygodium venustum
Lysiloma anritum
Lysiloma divaricatum
Macfadyena uncata
Machaerium biovnlatum
Machaerinm pittieri
Machaerium salvadorense
Maclura tinctoria
Macroscepis pleistantha
Malachra fasciata
Malachra radiata
Malpighia glabra
Malpastrum gnatemalense
Malvaviscus arborens
Manihot aesculifolia
Maranta arundinacea
Margaritaria nobilis

Martynia annua
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Melanthera nivea

4]

4]

Melochia lupulina

4]

Melothria pendula

Merremia umbellata X

Miconia argentea X

Mimosa albida

4]

4]

Mirabilis jalapa

Momordica charantia

4]
w
M

Monstera siltepecana

M

Morinda citrifolia

4]

<
»

Muntingia calabura

Myrospernmum frutescens

M
<

Nectandra nitida

M

Nelsonia canescens

4]
4]

Nymphaea ampla

4]

M

Ochroma pyramidale

M
<

Oryza latifolia

Oxalis latifolia

4]

Pachira quinata
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Panicum maximum X

Partheninm hysterophorus

4]

M
<

Passiflora foetida

Pebria compacta

4]

Petrea volubilis

<
<

4]

Phaseolus microcarpus

Phoradendron quadrangulare

4]

Phyla dulcis

4]

Phyla stoechadifolia

M
<

Phyllostylon rhamnoides

<

Physalis cordata

4]

Physalis ignota

4]

4]
4]

Physalis pruinosa

Phytolacca icosandra

4]

Piper aduncum

<

4]
w
M

Piper arboreum

Piper melanocladum

M

Piper peltatum

M

Pisonia aculeata X

<

Pistia stratiotes X
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Pithecellobinm bipinnatum
Pithecellobinm dulce
Pithecellobinn oblongum
Pithecellobinm seleri
Pithecellobinm sp.
Pithecocteninm crucigerum
Plantago major

Pluchea carolinensis
Plumbago scandens
Plumeria rubra
Polyclathra cucumerina
Pobygala hondurana
Pobygonum punctatum
Portulaca oleracea

Priva lappulacea

Protium glabrum
Pseuderanthemum carruthersii
Psendobombax: ellipticum
Psidium guajava
Psychotria berteriana
Psychotria nervosa
Psychotria quinqueradiata
Quassia amara

Randia armata

Ranvolfia tetraphylla
Rhbynchelytrum repens
Rhynchospora corymbosa
Richardia scabra

Ricinus communis

Rivina bumilis

Rorippa indica
Rotthoellia cochinchinensis
Ruellia inundata

Russelia sarmentosa
Rytidostylis gracilis
Salvia comayagnana
Salvia purpurea

Salvinia minima

Sapindus saponaria
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Sapium macrocarpum X X

Sapranthus violacens

<

Schoepfia schreberi

M
<

4]

Selaginella sertata

Senna atomaria

M
<

Senna pallida

4]
w
M

Senna siamea

4]

Serjania atrolineata

4]
w
M

Serjania lobnlata

4]

4]

Serjania rhombea

Setaria liebmannii

4]

Sicydinm tamnifolinm

4]

4]

Sida rhombifolia

M
<

Sideroxcylon capiri

Smilax spinosa

4]
w
M

Solanum americanum

4]
4]

M
<

Solanum campechiense

Solanum bhirtum

<

Solanum seaforthiannm X

Sorghum halepense X
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Spathodea campanulata
Spermacoce tenuior
Sphenoclea zeylanica
Spigelia anthelmia
Spiracantha cornifolia
Spondias mombin
Spondias purpurea
Sporobolus indicus
Stemmadenia donnell-smithii
Stemmadenia pubescens
Sterculia apetala
Stigmaphyllon retusum
Stizolobinm pruriens
Swietenia humilis
Synadeninm grantii
Syngoninm angustatum
Tabebuia chrysantha
Tabebuia ochracea
Tabebuia ochracea spp. neochrysantha
Tabebuia rosea
Tabernaemontana amygdalifolia
Talinum paniculatum
Tamarindus indica
Tecoma stans

Tectona grandis
Tephrosia cinerea
Teramnus uncinatus
Terminalia catappa
Terminalia oblonga
Tetracera volubilis
Thoninia brachybotrya
Thouinidinm decandrum
Tillandsia balbisiana
Tillandsia filifolia
Tinantia longipedunculata
Tournefortia hirsutissima
Tournefortia volubilis
Trema micrantha

Trichilia americana
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Trichilia havanensis X

Tridax procumbens X

Triplaris melaenodendron

<

Triumfetta lappula

4]
w
M

4]

Turnera diffusa

<

Typha domingensis

Valeriana candolleana

M

Varronia inermis

4]

Vitis tiliifolia

M

Ximenia americana

M
<

Xylosma characantha X
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Apéndice V'111. Registros bibliograficos de plantas hospederas asociadas a especies identificadas taxonémicamente de Chrysomelidae del
bosque seco tropical de Nicaragua.

A. Cassidini

Especie Inferencia molecular Planta hospedera segun la bibliografia Referencias
b i . . .
Agroiconota propingua Convolvulaceae’; Boraginales; Convolvulaceae: Ipomoea trifida, Merremia aegyptia, M. nmbellata Windsor ef al. 1992;

Charidotella emarginata®

Charidotella opulenta®

Charidotella sexpunctata

Charidotella tuberculata

Charidotis anrognttata

Chelymorpha gressoria
Chelymorpha

testaceomarginata
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Solanaceae: Cestrumz, Vitaceae

Convolvulaceae?

Rubiaceae; Zygophyllaceae: Guaiacum

Amaranthaceae; Asteraceae;
Convolvulaceae: Merremia?;
Cucurbitaceae; Fabaceae

Convolvulaceae’; Fabaceae

Amaranthaceae; Scrophulariaceae;
Solanaceae: Cestrum; Zingiberales

Asteraceae; Convolvulaceae?

Fabaceae

Asteraceae, Boraginaceae, Convolvulaceae

Asteraceae, Boraginaceae, Convolvulaceae

Convolvulaceae: Calystegia sepinm, Ipomoea acuminata, 1. arborescens, 1.
batatas, 1. cairica, I. crassicanlis, 1. hederifolia, I. lacunosa, 1. leptophyla, 1.
pandurata, 1. pescaprae, 1. purpurea,l. trifida, Convolvulus sepium, Merremia
quinquefolia, M. aegyptia

Asteraceae: Chromolaena odorata, Convolvulaceae

Bignoniaceae: Macfadyena unguis-cati

Convolvulaceae

Convolvulaceae: Ipomoea aquatica, 1. aristolochiacfolia, 1. batatas, 1. cairica, 1.

imperati, 1. pescaprae, 1. trifida, Merremia umbellata

Chaboo 2002

Windsor ez al. 1992;
Chaboo 2002; Jolivet ez
al. 2008

Windsor ez al. 1992;
Chaboo 2002; Jolivet ez
al. 2008

Windsor e al. 1992

Borowiec &
Swiqtojaflska; Windsor
et al. 1992

Williams 2002

Maes et al.

Windsor e al. 1992



Coptocycla leprosa

Deloyala fuliginosa
Dorynota insidiosa

Helocassis clavata

Ischnocodia annulus

Microctenachira bonvonloiri

Microctenochira hectica?

Microctenochira sp. 1

Microctenochira sp.2

Omocerns caernleopunctatus
Parorectis rugosa

Physonota attennata

Boraginales’*

Convolvulaceae?; Cucurbitaceae;
Fabaceae: Mimosa; Zingiberales

Rubiaceae

Solanaceae: Solanun®; Vitaceae

Boraginales’4 Malvaceae: Malvoideae;
Myrtaceae; Pentapetalae; Rubiaceae:
Cinchonoideae

Fabaceae

Convolvulaceae?; Cucurbitaceae:
Sicyoeae

Convolvulaceae: Ipomoea’, Merremia;
Cucurbitaceae; Malvaceae: Malvoideae

Convolvulaceae?

Cordiaceae: Cordia®
Solanaceae: Physalis®

Cordiaceae: Cordia®

Cordiaceae: Cordia alliodora, C. eleagnoides, C. gargascanthus

Convolvulaceae: Ipomoea pandurata, Convolvulus sepinm

Bignoniaceae: Tabebuia ochracea

Solanaceae: Physalis cornuta, P. longifolia, P. heterophylla, Datura stramonium,
Solanum americanum, S. carolinense, S. dulcamara, S. gracile, S. nigrum, S.
tuberosa

Cotdiaceae: Cordia alliodora, C. panamensis, C. spinosa; Lauraceae: Ocotea
veraguensis

Convolvulaceae: Ipomoea wolcottiana, Merremia dissecta

Asteraceae: Tilesia baccata, Wulffia baccata Convolvulaceae: Ipomoea batatas,
Maripa

panamensis, Fabaceae: Phaseolus sp.

Asteraceae: Tilesia baccata, Wulffia baccata Convolvulaceae: Ipomoea batatas,
Maripa panamensis, Fabaceae: Phaseolus sp.

Asteraceae: Tilesia baccata, Wulffia baccata Convolvulaceae: Ipomoea batatas,
Maripa panamensis, Fabaceae: Phaseolus sp.

Cordiaceae: Cordia spinescens
Solanaceae: Physallis maxima

Cordiaceae: Cordia dentata, C. seleriana

Windsor ez al. 1992;
Flowers & Janzen 1997

Riley & Enns 1979
Flowers & Janzen 1997

Riley & Enns 1979

Windsor ez al. 1992;
Flowers & Janzen 1997

Riley 1986; Noguera
1988

Helson 2005;
Fernandes & Linzmeier
2012

Helson 2005;
Fernandes & Linzmeier
2012

Helson 2005;
Fernandes & Linzmeier
2012

Flowers & Janzen 1997
Noguera 1988
Noguera 1988



Physonota gigantear

Physonota sp.»

Spaethiella marginata

Tapinaspis wesmaeli

Cordiaceae: Cordia’; Fabaceae;
Malvaceae; Rubiaceae; Sapindaceae

Amaranthaceae; Ehretiaceae; Fabaceae

Juglandaceae; Malvaceae: Malvoideae

Fabaceae

Asteraceae: Lesianthaea sp., Boraginaceae: Bourreria rubra, Cordiaceae:
Cordia dentata, C. seleriana

Asteraceae: Lesianthaea sp., Boraginaceae: Bourreria rubra, Cordiaceae:
Cordia dentata, C. seleriana

Heliconiaceae, Maranthaceae: Calathea insignis

Asteraceae: Liabum caducifolinm

Noguera 1988

Noguera 1988

Jolivet e al. 2008;
Meskens e7 al. 2011

Noguera 1988

B. Hispini

Especie Inferencia molecular Planta hospedera conocida Referencias
. o Poalceae: Andmpogahn 517,’]‘34'”1(%”7 /mmp/m@m, P. mascimum, P. virgatum, Staines 1994a; 1994b,
Abnisostena pilater Fabaceae Schizachryinm scoparium, Tripsacum dactyloides Rhamnaceae: Ceanothus 2011a
Sfendleri, C. integerrimus, C. lencodermis
. . . Mal 3 1 7 5 7 7 folia, S. .
Brachycoryna pumila Malvaceae: Malvoideae: Sida® avaceac Mfz/w.lj rum cormandelinua, M. americanum, Sida thombifolia, Staines 2011a
spinosa, S. cordifolia
Cannaceae: Canna tuerckheimii, Costaceae: Costus barbatus, Heliconiaceae:
Heliconia catheta, H. denielsiana, H. densiflora, H. inibricata, H. irrasa, H.
latispatha, H. longiflora, H. mariae, H. mathiasiae, H. pogonantha, H. Descampe ef al. 2008;
Cephaloleia belti Cucurbitaceae psittacorum, H. rostrata, H. sarapiquensis, H. stricta, H. tortuosa, H. vaginalis, Staines & Garcia-
H. wagneriana, Marantaceae: Calathea cleistantha, C. crotalifera, C. insignis, C.  Robledo 2014
latifolia, C. lutea, C. marantifolia, Goeppertia lasiophylla, Ischnosiphon inflatu, 1.
pruinosus Pleiostachya pruinosa, Musaceae: Musa paradisiaca, M. velutina
Costaceae: Costus pulverulentus, Marantaceae: Calathea cleistantha, C.
haameliz, C. gymnocarpa, C. lutea, C. macrosepala, C. marantifolia, C. Schmitt & Frank 2013;
Cephaloleia trivittata Cucurbitaceae pulverntentus, C. vennsta, C. warscewiczii, Ctenanthe sp., Donax canniformis, Staines & Garcia-
Ischnosiphon elegans, Marantochloa purpurea, Pleiostachya pruinosa, Stromanthe Robledo 2014
Jacquinii, Zingiberaceae: Alpinia purpurata, Hedychinm coronarinm
Chalepus bellnlns Poaceac? Fabaceae: Phaseolus, Poaceae: Oryza Maes et al.



Eunprionota aterrima®
Heterispa vinula

DImatidium thoracicum

Microrhopala perforata
Octhispa elevata

Pentispa clarkella*

Platocthispa championi

Sceloenopla ampliata

Asteraceae?; Cucurbitaceae

Malvaceae: Malvoideae: Sida?

Malvaceae; Zingiberales

Asteraceae; Boraginales

Sapindaceae’

Asteraceae: Heliantheae?

Salicaceae

Dilleniaceae?

Asteraceae: VVeronia sp.

Fabaceae: Indigofera sp., Malvaceae: Apeiba membranacea, Guazuma nlmifolia,
Sida carpinifolia, S. rhombifolia, Trinmfetta sp.

Heliconiaceae: Heliconia catheta, H. irrasa, H. latispatha, H. wagneriana,
Marantaceae: Calathea insignis, C. lutena, C. ovata, C. virginalis

Lamiaceae: Marsypianthes chamaedrys, Salvia sp.

Bignoniaceae: Pithecoctenium echinatum, Sapindaceae: Panllinia sp.

Asteraceae: Baccharis bigelovii, Calea axillaris, C. urticifolia, Clibadinm sp.,
Elephantopus spicatus, Eupatorium populifolium, V'erbesina costaricensis,
Vernonia mollis, Bignoniaceae: Colea sp., Pithecocteninm sp., Fabaceae:
Benthamantha mollis, Desmodinm lindbeimeri, Indigofera sp., Malpighiaceae:
Bunchosia sp., Malpighia glabra, Poaceae: Chusquea sp., Sapindaceae:
Paunllinia sp., Serjania sp.

Marantaceae: Calathea sp., Piperaceae: Piper sp.

Araceae: Anthurium sp., Philodendron radiatum var. radiatum, P. renanxii,
Arecaceae: Cocos sp., Cecropiaceae: Cecropia lyratiloba var. nana, Cecropia
sp., Pounrouma sp., Clusiaceae: Clusia flava, Cyclanthaceae, Dilleniaceae:
Davilla nitida, Fabaceae: Lonchocarpus sp., Lauraceae: Persea sp.,
Myristicaceae: Rapanea ferruginea, V'irola koschnyi, Myrsinaceae: Rapanea sp.,
Rubiaceae, Rutaceae: Esenbeckia febrifuga, Sapindaceae: Cuspania sp.,
Sapotaceae: Chrysophyllum sp., Sterculiaceae: Sterculia recordiana papyracea,
Visaceae

Staines 2011a

Noguera 1988; Staines
2011a

Staines 2011b

Staines 2011a
Staines 2011a

Santiago-Blay ez al.
2004

Santiago-Blay ez 4.
2004

Santiago-Blay ez al.
2004



Sumitrosis distinctus® Asteraceael: Delilia biflora

Sumitrosis pallecens Fabaceae?

Xenochalepus rufithorax®  Cucurbitaceae

Asteraceae: Aster divaricatus, A. novae-angliae, A. paniculatus, A. sagitifolins,
A. simplex, Baccharis sp., Enpatorium agerateroides, E. maculatum, E.
perfoliatum, . populifolium, E. rugosum, E. urticacfolium, E. nrticifolium,
Helianthus hirsutus, Rudbeckia triloba, Solidago canadensis, S. gigantea, S.
graminifolia, S. nlpifolia, V'ernonia novaboracensis, Wedelia sp., Zexmenia sp.,
Brassicaceae: Arabis laevigata, Radicula sp., Celastraceae: Celastrus sp.,
Chenopodiaceae: Chengpodinm album, Cornaceae: Cornus asperifolia, C.
rugosa, Cytillaceae: Cyrila racemiflora, Fabaceae: Amorpha fruticosa,
Amphicarpaea bracteata, Cajanus sp., Cassia fasciculata, C. nictitans, Canavalia
ensiformis, Desmodinm glutinosum, D. paniculatum, Dolichos sp., Glycine max,
Lespedeza intermedia, Meibonia sp., Phaseolus sp., Pueraria sp., Robinia
neomexicana, R. psendoacacia, Strophostyles helvola, S. umbellata, Fagaceae:
Quercus alba, Heliconiaceae: Heliconia sp., Onagraceae: Oenothera sp.,
Poaceae: Bambusa sp., Chusquea sp., Lasiacis sp., Rosaceae: Malus malus,
Potentilla sp., Pyrus malus, Rosa virginiana, Solanaceae: Solanum dulcamara,
Sterculiaceae: Guazguma sp., Urticaceae: Laportea canadensis, Urtica gracilis

Fabaceae: Cassia fasciculata, C. nictitans

Apocynaceae: Schubertia sp., Araceae: Anthurium sp., Brassicaceae,
Cecropiaceae: Cecropia insignis, Coussapoa nymphaceifolia, C. villosa, Pouronma
bicolor, Convolvulaceae: Ipomoea heterophylla, Fabaceae: Baubinia sp.,
Benthamantha mollis, Canavalia sp., Centrosema macrocarpum, Cymbosema sp.,
Dioclea sp., Dolichos sp., Faba sp., Glycyne max;, Inga affinis, Lathyrus pubescens,
Mucuna pluricostata, Nissolia fruticosa, Phaseolus polystachios, P. vulgaris,
Robinia neomexicana, R. psendoacacia, Vigna sp., Wisteria chinensis, Malvaceae:
Schubertia sp., Theobroma sp., Poaceae: Bambusa sp., Olyra sp., Oryza sp.,
Panicum sp., Saccharum sp., Zea sp., Rosaceae: Prunus sp., Ulmaceae: Celtis
tala, Utrticaceae: Urera sp., Vitaceae

Santiago-Blay ez 4.
2004

Santiago-Blay ez al.
2004

Santiago-Blay ez 4.
2004




C. Alticini

Especie

Inferencia molecular

Planta hospedera conocida

Referencias

Alagoasa longnttata®

Alagoasa sp.

Blepharida sutnralis

Acanthaceae: Aphelandra; Bignoniaceae’;
Verbenaceae’: Lantaneae, Lantana

TLamiales; Verbenaceae: Lantaneae,
Lantana®

Boraginales:, Burseraceae: Bursera
simaruba®, Cordiaceae: Cordia

Bignoniaceae: Kjgelia, Bromeliaceae: Ananas, Convolvulaceae: Ipomoea,

Fabaceae: Arachis, Phaseolus, Lamiaceae: Aegiphila martinicensis, Malvaceae:

Gossypinm, Meliaceae: Azadirachta, Pedaliaceae: Sesamum, Poaceae: Oryza,
Sorghum, Zea, Passifloraceae: Passiflora, Rubiaceae: Coffea, Verbenaceae:
Lantana camara, Stachytarpheta cayennesis

Bignoniaceae: Kjgelia, Bromeliaceae: Ananas, Convolvulaceae: Ipomoea,

Fabaceae: Arachis, Phaseolus, Lamiaceae: Aegiphila martinicensis, Malvaceae:

Gossypinm, Meliaceae: Azadirachta, Pedaliaceae: Sesamum, Poaceae: Oryza,
Sorghum, Zea, Passifloraceae: Passiflora, Rubiaceae: Coffea, Verbenaceae:
Lantana camara, Stachytarpheta cayennesis

Anacardiaceae: Cotinus obovatus, Psendosmodingium perniciosum, Rhus
aromatica, R. copallina, R. cotinus, R. lancea, R. microphylla, R. natalensis, R.
tenuinervis, R. trilobata, R. tripartita, R. typhina, R. vernix, R. vulgaris, R.
geybers, Schinus terebinthifolins, Apocynaceae: Catharanthus, Bignoniaceae:
Rbizogum, Burseraceae: Bursera aloexcylon, B. aptera, B. arborea, B. ariensis, B.
aspleniifolia, B. attenunata, B. bicolor, B. biflora, B. bonetii, B. bipinnata, B.
chemapodicta, B. citronella, B. copallifera, B. coyucensis, B. crenata, B. cuneata, B.
denticnlata, B. discolor, B. diversifolia, B. epinnata, B. excelsa, B. fagaroides, B.
fragilis, B. filicifolia, B. glabrifolia, B. grandifolia, B. heteresthes, B. hindsiana, B.
hintoni, B. infernidialis, B. instabilis, B. kerberi, B. lancifolia, B. laxiflora, B.
longipes, B. mirandae, B. morelensis, B. odorata, B. palmeri, B. paradoxa, B.
penicillata, B. ruticola, B. ribana, B. rzedowskit, B. sarcopoda, B. sarnkhanii, B.
schlechtendalii, B. simaruba, B. submoniliformis, B. suntuz, B. trifoliolata, B.
trimera, B. vejar-vazquezii, B. velutina, B. xochipalensis, Commiphora mollis,
Pinaceae: Pinus palustris, Rosaceae, Sapindaceae: Allophylus cominia, A.
occidentalis, Matayba

Maes ¢t al.; Virkki &
Zambrana 1983;
Flowers & Janzen
1997; Duckett &
Swigoniova 2002
Maes e al.; Virkki &
Zambrana 1983;
Flowers & Janzen
1997; Duckett &
Swigoniova 2002

Prathapan & Chaboo
2011



Disonycha sp. 1

Disonycha sp. 2

Disonycha sp. 3

Verbenaceae: Lantaneae

Amaranthaceae: Amaranthusd

Fabaceae?

Amaranthaceae: Amaranthus, Asteraceae: Baltimora, Phanlothamnus,
Vernonia, Brassicaceae: Brassica, Convolvulaceae: Ipomoea imperati,
Cucurbitaceae: Citrullus, Cucurbita, Euphorbiaceae: Ricinus, Fabaceae:
Abrachis, Cajanus, Indigofera, Phaseolus, 1/igna, Malvaceae: Gossypium, Sida,
Meliaceae: Azadirachta, Musaceae: Musa, Nyctaginaceae: Boerhaavia,
Passifloraceae: Passiflora foetida, Pedaliaceae: Sesamum, Poaceae: Oryza,
Sorghum, Zea, Polygonaceae: Polygonum, Portulacaceae: Portulaca oleracea,
Rhamnaceae: Condalia, Solanaceae: Lycopersicon, Turneraceae: Turnera
uimifolia

Amaranthaceae: Amaranthus, Asteraceae: Baltimora, Phanlothamnus,
Vernonia, Brassicaceae: Brassica, Convolvulaceae: Ipomoea imperati,
Cucurbitaceae: Citrullus, Cucnrbita, Euphorbiaceae: Ricinus, Fabaceae:
Avrachis, Cajanus, Indigofera, Phaseolus, 1igna, Malvaceae: Gossypium, Sida,
Meliaceae: Azadirachta, Musaceae: Musa, Nyctaginaceae: Boerbaavia,
Passifloraceae: Passiflora foetida, Pedaliaceae: Sesamum, Poaceae: Oryza,
Sorghum, Zea, Polygonaceae: Polygonum, Portulacaceae: Portulaca oleracea,
Rhamnaceae: Condalia, Solanaceae: Lycopersicon, Turneraceae: Turnera
ulmifolia

Amaranthaceae: Amaranthus, Asteraceae: Baltimora, Phanlothamnus,
Vernonia, Brassicaceae: Brassica, Convolvulaceae: Ipomoea imperati,
Cucurbitaceae: Citrullus, Cucurbita, Euphotrbiaceae: Ricinus, Fabaceae:
Abrachis, Cajanus, Indigofera, Phaseolus, 1igna, Malvaceae: Gossypium, Sida,
Meliaceae: Azadirachta, Musaceae: Musa, Nyctaginaceae: Boerhaavia,
Passifloraceae: Passiflora foetida, Pedaliaceae: Sesamum, Poaceae: Oryza,
Sorghum, Zea, Polygonaceae: Polygonum, Portulacaceae: Portulaca oleracea,
Rhamnaceae: Condalia, Solanaceae: Lycopersicon, Turneraceae: Turnera
ulmifolia

Maes ¢ al.; Clark et al.
2014

Maes ¢# al.; Clark et al.
2014

Maes ¢ al.; Clark et al.
2014



Disonycha sp. 42

Disonycha sp. 5*

Disonycha sp. 6*

Asteraceae’; Cucurbitaceae?; Fabaceae?

Amaranthaceae’; Malvaceae?

Fabaceae: Dalbergieae?

Amaranthaceae: Amaranthus, Asteraceae: Baltimora, Phanlothamnus,
Vernonia, Brassicaceae: Brassica, Convolvulaceae: Ipomoea imperati,
Cucurbitaceae: Citrullus, Cucnrbita, Euphorbiaceae: Ricinus, Fabaceae:
Avrachis, Cajanus, Indigofera, Phaseolus, 1igna, Malvaceae: Gossypium, Sida,
Meliaceae: Azadirachta, Musaceae: Musa, Nyctaginaceae: Boerhaavia,
Passifloraceae: Passiflora foetida, Pedaliaceae: Sesamum, Poaceae: Oryza,
Sorghum, Zea, Polygonaceae: Polygonum, Portulacaceae: Portulaca oleracea,
Rhamnaceae: Condalia, Solanaceae: Lycopersicon, Turneraceae: Turnera
ulmifolia

Amaranthaceae: Amaranthus, Asteraceae: Baltimora, Phanlothamnus,
Vernonia, Brassicaceae: Brassica, Convolvulaceae: Ipomoea imperati,
Cucurbitaceae: Citrullus, Cucurbita, Euphotrbiaceae: Ricinus, Fabaceae:
Abrachis, Cajanus, Indigofera, Phaseolus, 1igna, Malvaceae: Gossypium, Sida,
Meliaceae: Azadirachta, Musaceae: Musa, Nyctaginaceae: Boerhaavia,
Passifloraceae: Passiflora foetida, Pedaliaceae: Sesamum, Poaceae: Oryza,
Sorghum, Zea, Polygonaceae: Polygonum, Portulacaceae: Portulaca oleracea,

Rhamnaceae: Condalia, Solanaceae: Lycopersicon, Turneraceae: Turnera
uimifolia

Amaranthaceae: Amaranthus, Asteraceae: Baltimora, Phanlothamnus,
Vernonia, Brassicaceae: Brassica, Convolvulaceae: Ipomoea imperati,
Cucurbitaceae: Citrullus, Cucnrbita, Euphorbiaceae: Ricinus, Fabaceae:
Abrachis, Cajanus, Indigofera, Phaseolus, 1igna, Malvaceae: Gossypium, Sida,
Meliaceae: Azadirachta, Musaceae: Musa, Nyctaginaceae: Boerbaavia,
Passifloraceae: Passiflora foetida, Pedaliaceae: Sesamum, Poaceae: Oryza,
Sorghum, Zea, Polygonaceae: Polygonum, Portulacaceae: Portulaca oleracea,
Rhamnaceae: Condalia, Solanaceae: Lycopersicon, Turneraceae: Turnera
ulmifolia

Maes ¢# al.; Clark et al.
2014

Maes ¢ al.; Clark et al.
2014

Maes ¢# al.; Clark et al.
2014



Disonycha sp. 7*

Disonycha sp. 8

Disonycha sp. 9

Salicaceae; Zygophyllaceae: Guaiacum

Asteraceae’

Convolvulaceae?

Amaranthaceae: Amaranthus, Asteraceae: Baltimora, Phanlothamnus,
Vernonia, Brassicaceae: Brassica, Convolvulaceae: Ipomoea imperati,
Cucurbitaceae: Citrullus, Cucurbita, Euphorbiaceae: Ricinus, Fabaceae:
Abrachis, Cajanus, Indigofera, Phaseolus, 1igna, Malvaceae: Gossypium, Sida,
Meliaceae: Azadirachta, Musaceae: Musa, Nyctaginaceae: Boerhaavia,
Passifloraceae: Passiflora foetida, Pedaliaceae: Sesamum, Poaceae: Oryza,
Sorghum, Zea, Polygonaceae: Polygonum, Portulacaceae: Portulaca oleracea,
Rhamnaceae: Condalia, Solanaceae: Lycopersicon, Turneraceae: Turnera
uimifolia

Amaranthaceae: Amaranthus, Asteraceae: Baltimora, Phanlothamnus,
Vernonia, Brassicaceae: Brassica, Convolvulaceae: Ipomoea imperati,
Cucurbitaceae: Citrullus, Cucnrbita, Euphorbiaceae: Ricinus, Fabaceae:
Abrachis, Cajanus, Indigofera, Phaseolus, 1igna, Malvaceae: Gossypium, Sida,
Meliaceae: Azadirachta, Musaceae: Musa, Nyctaginaceae: Boerbaavia,
Passifloraceae: Passiflora foetida, Pedaliaceae: Sesamum, Poaceae: Oryza,
Sorghum, Zea, Polygonaceae: Polygonum, Portulacaceae: Portulaca oleracea,
Rhamnaceae: Condalia, Solanaceae: Lycopersicon, Turneraceae: Turnera
ulmifolia

Amaranthaceae: Amaranthus, Asteraceae: Baltimora, Phanlothamnus,
Vernonia, Brassicaceae: Brassica, Convolvulaceae: Ipomoea imperati,
Cucurbitaceae: Citrullus, Cucurbita, Euphotrbiaceae: Ricinus, Fabaceae:
Abrachis, Cajanus, Indigofera, Phaseolus, 1igna, Malvaceae: Gossypium, Sida,
Meliaceae: Azadirachta, Musaceae: Musa, Nyctaginaceae: Boerhaavia,
Passifloraceae: Passiflora foetida, Pedaliaceae: Sesamum, Poaceae: Oryza,
Sorghum, Zea, Polygonaceae: Polygonum, Portulacaceae: Portulaca oleracea,
Rhamnaceae: Condalia, Solanaceae: Lycopersicon, Turneraceae: Turnera
ulmifolia

Maes ¢ al.; Clark et al.
2014

Maes ¢# al.; Clark et al.
2014

Maes ¢ al.; Clark et al.
2014



Disonycha sp. 10¢

Glenidion sp.

Heifkertingerella sp. 1
Heikertingerella sp. 2*

Heifkertingerella sp. 4

Omaphoita octomaculata

Malvaceae?

Burseraceae; Fabaceae?; Lamiales;
Theaceae; Verbenaceae

Bignoniaceae

Bignoniaceae: Bignonieae

Acanthaceae: Ruellia; Zingiberales
Asteraceae: Galinsoga; Lamiaceae: Hyptis,
L eonotis; Verbenaceae, Duranteae:

Stachytarpheta jamaicensis; Zygophyllaceae:
Guaiacum

Amaranthaceae: Amaranthus, Asteraceae: Baltimora, Phanlothamnus,
Vernonia, Brassicaceae: Brassica, Convolvulaceae: Ipomoea imperati,
Cucurbitaceae: Citrullus, Cucnrbita, Euphorbiaceae: Ricinus, Fabaceae:
Arachis, Cajanus, Indigofera, Phaseolus, 1igna, Malvaceae: Gossypium, Sida,
Meliaceae: Azadirachta, Musaceae: Musa, Nyctaginaceae: Boerbaavia,
Passifloraceae: Passiflora foetida, Pedaliaceae: Sesamum, Poaceae: Oryza,
Sorghum, Zea, Polygonaceae: Polygonum, Portulacaceae: Portulaca oleracea,
Rhamnaceae: Condalia, Solanaceae: Lycopersicon, Turneraceae: Turnera
ulmifolia

Fabaceae: Inga sapindioides

Gesneriaceae: Besleria lutea, Scrophulatiaceae: Buddleja nitida,
Vetbenaceae: Lantana camara
Gesneriaceae: Besleria lutea, Scrophulatiaceae: Buddleja nitida,
Vetbenaceae: Lantana camara
Gesneriaceae: Besleria lutea, Scrophulatiaceae: Buddleja nitida,
Vetbenaceae: Lantana camara

Euphorbiaceae: Acalypha, Lamiaceae: Colens, Mentha piperita,
Vetbenaceae: Clerodendrum

Maes ¢# al.; Clark et al.
2014

Flowers & Janzen 1997

Flowers & Janzen
1997; Peck et al. 2014

Flowers & Janzen
1997; Peck et al. 2014

Flowers & Janzen
1997; Peck et al. 2014

Clark et al. 2014



Omiophoita sp. 14

Omiophoita sp. 24

Syphrea sp.2

W alterianella exocosta®

Walterianella oculeta?

Walterianella signata®

Rubiaceae?

Lamiaceae

Euphorbiaceae: Acalypha’; Fabaceac;
Verbenaceae: Lantaneae, Duranteae:
Stachytarpheta jamaicensis

Bignoniaceae’; Rubiaceae?;
Zygophyllaceae: Guaiacum

Bignoniaceae: Tabebuia alliance?

Rubiaceae’

Arecaceae: Guillelma, Asteraceae: Lactuca, Brassicaceae: Brassica,
Bromeliaceae: Ananas, Caricaceae: Carica, Convolvulaceae: Ipomoea,
Cucurbitaceae: Cucurbita, Citrulllus, Fabaceae: Phaseolus, Liliaceae: Allium,
Malvaceae: Gossypium, Theobroma, Meliaceae: Azadirachta, Nyctaginaceae:
Bougainvillea, Pedaliaceae: Sesamum, Poaceae: Sorghum, Zea, Rubiaceae:
Coffea, Solanaceae: Capsicum, 1ycopersicon, Nicotiana, Solanum,
Zingiberaceae: Zingiber.

Arecaceae: Guillelma, Asteraceae: Lactuca, Brassicaceae: Brassica,
Bromeliaceae: Ananas, Caricaceae: Carica, Convolvulaceae: Ipomoea,
Cucurbitaceae: Cucurbita, Citrulllus, Fabaceae: Phaseolus, Liliaceae: Allinm,
Malvaceae: Gossypinm, Theobroma, Meliaceae: Agadirachta, Nyctaginaceae:
Bougainvillea, Pedaliaceae: Sesamum, Poaceae: Sorghum, Zea, Rubiaceae:
Coffea, Solanaceae: Capsicum, Lycopersicon, Nicotiana, Solanun,
Zingiberaceae: Zingiber.

Euphorbiaceae: Acalypha apodanthes, Bernardia nicaragnensis, Caperonia
palustris, Dalechampia heteromorpha, Ditaxis serrata, D. lanceolata, Fabaceae:
Mimosa pigra, Malvaceae: Byttneria aculeata, Pavonia, Melastomataceae:
Tibouchina herbacea

Acanthaceae, Bignoniaceae: Crescentia alata, Tabebuia rosea, Rubiaceae:
Lindenia rivalis, Scrophulariaceae: Buddleja

Acanthaceae, Bignoniaceae: Crescentia alata, Tabebuia rosea, Rubiaceae:
Lindenia rivalis, Scrophulariaceae: Buddleja

Acanthaceae, Bignoniaceae: Crescentia alata, Tabebuia rosea, Rubiaceae:
Lindenia rivalis, Scrophulariaceae: Buddleja

Maes ¢t al.

Maes ¢t al.

Flowers & Janzen
1997; Andrews &
Gilbert 2005; Wikler &
Souza 2008

Flowers & Janzen
1997; Duckett & Casari
2002; Plath ez a/. 2012

Flowers & Janzen
1997; Duckett & Casari
2002; Plath e# al. 2012
Flowers & Janzen

1997; Duckett & Casari
2002; Plath ez a/. 2012



Flowers & Janzen
1997; Duckett & Casari
2002; Plath ez al. 2012

Flowers & Janzen
1997; Duckett & Casari
2002; Plath ez a/. 2012

Acanthaceae, Bignoniaceae: Crescentia alata, Tabebuia rosea, Rubiaceae:

. . . )
W alterianella sublineate  Rubiaceac Lindenia rivalis, Scrophulariaceae: Buddleja

Acanthaceae, Bignoniaceae: Crescentia alata, Tabebuia rosea, Rubiaceae:

Walterianella tenuicinctar  Bignoniaceae: Tabebuia alliance? . . . .
& Lindenia rivalis, Scrophulariaceae: Buddleja

Acanthaceae’: Ruellia; Bignoniaceae’:
Tabebuia alliance; Cordiaceae: Cordia,

W alterianella venustula  Lamiales; Moraceae; Scrophulariaceae;
Verbenaceae: Lantaneae, Lantana’;
Rosales

Acanthaceae, Bignoniaceae: Crescentia alata, Rubiaceae: Lindenia rivalis, Palmer & Pullen 1995;
Verbenaceae: Lantana Flowers & Janzen 1997
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