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Resumen
Las especies de los chapulines Boopedon nubilum 'y Melanoplus lakinus son las mas

abundantes en el estado de Durango. Las diferentes condiciones ambientales y la
variacion en la composicién de la vegetacién a lo largo del estado pueden tener
influencia en el comportamiento y en la estructura poblacional de estas especies. En
el presente trabajo se empleé la técnica de AFLPs (Polimorfismos en la Longitud de
Fragmentos Amplificados) para estudiar el grado de variabilidad y la estructura
genética de siete poblaciones de esas especies de chapulin. Se obtuvieron 138 (B.
nubilum) y 256 (M. lakinus) loci amplificados para cada especie. Boopedon nubilum
mostro diferencias entre poblaciones de acuerdo al Analisis Molecular de Varianza
(AMOVA) (p=0.00). El analisis de conglomerados mostrd tres grupos para esta
especie, la poblacién de VY tuvo un valor alto de Fst=0.413 y los valores mas bajos de
diversidad genética (H'=0.08) y de diversidad genética de Nei (Nei=0.08), esta
poblaciéon se agrupé junto a la de C ya que ambas mostraron valores de indices
genéticos similares. De acuerdo a la interpolaciéon inversa de distancias ponderadas,
la poblacién de VU se encuentré cercana al punto de mayor diversidad genética. La
prueba de Mantel no mostré correlacion entre la distancia geografica y la distancia
genética (p=0.5). Para M. lakinus, el MOVA (p=0.4) no mostré diferencias entre
poblaciones ni relaciéon entre las distancias geograficas y genéticas (prueba de Mantel,
p=0.45). El analisis Canénico Correlacional (p<0.05) mostr6 que las diferentes
condiciones climaticas y la variacion de la composicion vegetal afectan de manera
significativa la variabilidad y la estructura genética poblacional de ambas especies de

chapulin.

Abstract
Grasshoppers of the species Boopedon nubilum and Melanoplus lakinus are two of the

most abundant Orthopters in Durango State, Mexico. The variable environmental
conditions and the differences in the flora along the State could affect the behavior and
population genetic structure of those species. In the present study, several primer
combinations of AFLPs (Amplified Fragment Length Polymorphism) markers were
applied to study the genetic structure and genetic variability of seven populations of

those both species. The specie B. nubilum presented 138 markers and M. lakinus 256.




Boopedon nubilum showed differences among populations according to the Molecular
Analyses of Variance (AMOVA) (p=0.00), the conglomeration test showed the
formation of three groups, the population VU had the highest value of Fst=0.413, and
the lowest values of genetic diversity (H'=0.08) and Nei's genetic diversity index
(Nei=0.08), this population grouped together with the population C. According to the
inverse distance weighted interpolation, the locality VU is near from the highest point
of genetic diversity. Mantel test showed no relation between geographic and genetic
distances (p=0.52) for the populations of B. nubilum. Melanoplus lakinus showed no
differences among populations, according to the Molecular Analyses of Variance
(AMOVA) (p=0.4), neither correlation between genetic and geographic distances
(Mantel test, p=0.45) The Canonical correlation analysis showed that the different
environmental conditions and the variation in the plant species composition significantly
affect the variability and genetic structure of the populations of both analyzed species

of grasshopper B. nubilum and M. lakinus.




l. Introduccion
El estado de Durango cuenta con un extenso territorio propicio para la ganaderia y la
agricultura, estas zonas de interés se encuentran localizadas desde el noreste del
estado hasta la parte sureste, a lo largo de la cordillera de la Sierra Madre Occidental.
En cuestiones de ganaderia, los pastizales localizados para esta practica en el estado
pueden ser afectados por una diversidad de plagas en diferentes épocas del afio, una
de estas posibles plagas es el chapulin el cual dafia los pastizales de manera muy
variable, dependiendo de factores climaticos, disponibilidad de alimento y la cantidad
de chapulines presentes. Algunas de las especies presentes en estos pastizales son
Boopedon nubilum'y Melanoplus lakinus. Estas especies de chapulines, de la familia
Acrididae, encuentran en las zonas de pastizales un habitat de confort propicio para
su supervivencia. El dafio que pueden causar econdmicamente esta en funcion del
tipo de vegetacion, el estado de maduracion del insecto y la época del afio. A lo largo
de la zona de pastizales del estado de Durango existen diferentes condiciones biodticas
y abioticas que afectan la estructura poblacional, la variabilidad genética, el tamafio, y
la distribucion de las poblaciones de esas especies de chapulines. Asi que es de
importancia caracterizar estos sitios y determinar las estructuras genéticas
poblacionales que permitan servir de base para monitorear las poblaciones de
chapulines y para desarrollar posibles modelos de prediccién del aumento del tamafio

poblacional en distintos ecosistemas del estado de Durango.

[l. Marco Tebrico

2.1.-Pastizal

Un pastizal es aquel tipo de ecosistema en el cual la vegetacion dominante esta
compuesta por herbaceas. Las condiciones ambientales dominantes en un pastizal se
caracterizan por ser muy aridas lo cual evita que se presenten tipos de vegetaciones
muy pobladas como los bosques pero no tan severa para evitar la presencia de
algunas herbaceas como en los desiertos. Las precipitaciones son escasas en los
pastizales donde una precipitacion media anual en una pastizal templado puede ser
de alrededor de entre 250mm a 750mm y en pastizales localizados en zonas tropicales

alcanzan niveles de entre 600mm a 1500 mm. La precipitacion determina el tipo y




extension de la vegetacion en este sistema (Branson, 2011; Branson y Sword, 2009;
Bright, 1994).

Los pastizales ocupan alrededor del 30% al 40% de la superficie de la tierra y sirven
de habitat para una gran cantidad de especies animales y para actividades de
importancia econémica como la ganaderia. En México alrededor del 48% del territorio
nacional corresponde a estas zonas y el 12% del mismo corresponde exclusivamente

a pastos con aproximadamente 28 millones de hectareas (Gonzalez-Elizondo, 2007).

Los pastos forman parte de la familia Graminae (Gramineas), la cual esta conformada
por alrededor de 650 a 700 géneros y alrededor de 12000 especies, muchas de ellas
es de importancia para la alimentacién animal ya que su presencia en los pastizales
es muy abundante. En México se estima una presencia de alrededor de 1000 especies
y alrededor de 200 gramineas introducidas. El grupo de las gramineas se considera
de gran importancia econdmica pero también ecoldgica ya que por su sistema radicular
y de tallos subterraneos son excelentes retenedoras y formadoras del suelo, asi
mismo, algunas especies poseen una alta capacidad de colonizacion lo que les permite
establecerse en suelos poco 6ptimos (Herrera Arrieta y Cortés Ortiz, 2009; Holzhauer,
2008; Whitmore, 1992).

En el estado de Durango se tienen registrado 29 tipos diferentes de vegetacion y 76
sitios de produccidn forrajera. La zona de pastizales cubre del 15% al 20% del territorio
con 97 géneros y 338 especies de pastos (Herrera Arrieta y Cortés Ortiz, 2009).

2.1.1.-Chapulines y pastizales

Los chapulines son una especie importante de herbivoros presentes en zonas de
pastizales alrededor del mundo y a su vez son capaces de causar una severa
defoliacion de pastos al alimentarse directamente de las hojas y del tallo,
desprendiendo asi estas partes y a su vez causando dafio a algunas hierbas. Los
chapulines son capaces de subsistir en casi cualquier lugar y por lo tanto causar dafio
en estos lugares, pero principalmente se presentan en zonas donde la precipitacion
media anual no excede los 760 mm de lluvia. Existe una gran relacion entre pastizales

y chapulines debido a que en los pastizales los chapulines encuentran todas las




condiciones tanto climaticas como vegetativas para llevar a cabo todas sus
actividades. Sin embargo las diferentes especies de chapulines presentan diferentes
patrones de alimentacion asi como diferentes preferencias dependiendo de las
comunidades vegetales de los pastizales las cuales varian considerablemente entre
las diferentes regiones (Gurrola-Reyes, 2007; Quinn et al., 1991; Quinn y Walgenbach,
1990).

Debido a la gran riqueza de habitats, México es un lugar propicio para la presencia de
chapulines, algunos de ellos de importancia econdmica. Los chapulines tienen
entonces una gran importancia economica dentro del pais siendo los estados mas
afectados por alguna plaga de estos: Chihuahua, Durango, Zacatecas, Guanajuato,
Querétaro, San Luis Potosi, Veracruz, Michoacéan, Estado de México, Tlaxcala, Puebla
e Hidalgo. Donde el quinto estado ninfal y el estado adulto de estas especies
representan el mayor riesgo. En México se han catalogado alrededor de 30 especies
como plagas importantes, algunas de ellas pertenecientes a las familias
Gomphocerinae y Melanoplinae, mismas que se encuentran principalmente presentes

en las zonas de pastizales (Garcia, 2006).

Los chapulines son considerados comunmente como los mayores insectos
destructivos en ciertas vegetaciones, pero estos dafos son mayores en lugares con
condiciones de sequia. Los chapulines presentes en los pastizales difieren
enormemente en sus alimentaciones y en su alto grado de selectividad de sus
alimentos. Se han realizado una gran cantidad de estudios relacionados para entender
el mecanismo que utilizan estos individuos para la seleccion de alimentos (Ueckert,
1972).

Dos especies que se encuentran distribuidas a lo largo de la zona semi arida del pais
en la zona de pastizales y representan una amenaza para la ganaderia si su densidad
poblacional se encuentra en niveles criticos son las especies Boopedon nubilum y

Melanoplus lakinus (Garcia, 2006a; Gurrola-Reyes, 2007).

La especie B. nubilum se puede encontrar desde las zonas de pastizales del este de

Montana en los Estados Unidos hasta México en la zona semidesértica que se




encuentra desde el desierto chihuahuense hasta el estado de San Luis Potosi. Esta
especie vive en diferentes tipos de pastizal como praderas mixtas, praderas cortas y
praderas desérticas. Esta especie se alimenta principalmente de pasto, se han hecho
estudios en zonas en el suroeste de Texas donde se encontré que esta especie llegaba
a consumir grandes cantidades de pasto Navajita Azul o Bouteloa gracillis el cual
preferia en experimentos en los cuales se proporcionaba este pasto junto a otros. Esto
quiere decir que los chapulines de esta especie son muy selectivos al momento de su

alimentacion. La distribucion de B. nubilum se presenta en la figura niamero 1.

g

Figura 1 Distribucion espacial de Boopedon nubilum (R. Pfadt, 1997a)

Los chapulines de las especies B. nubilum se pueden diferenciar entre machos y
hembras por el color, las hembras son alargadas y de color café mientras que los
machos son pequefios y de color negro. Estos chapulines en su estado adulto se
presentan a principios de julio hasta mediados de septiembre (Garcia, 2006)

La otra especie presente en la zona de pastizales o semi-arida de México es
Melanoplus lakinus perteneciente a la subfamilia  Melanoplinae los cuales se
encuentran comuanmente en superficies cubiertas por pastos, se alimenta
principalmente por plantas de la familia Chenopodiaceae, cuando la presencia de este
tipo de plantas favorece a que se encuentre esta especie de chapulin, a su vez también
tiende a preferir algunas especies de Atriplex.En tiempos recientes se le ha




relacionado a la invasion de ciertas malezas exoticas al crecimiento de la poblacién de
M. lakinus. Los chapulines de esta especie no causan muchos dafios a pastizales de
forraje siendo hasta en ciertas circunstancias beneficiales. Un estudio dentro de tres
tipos de ecosistemas en Texas, praderas de pastizales cortos, praderas reforestadas
y tierras de cultivo revel6 que los chapulines de la especie M. lakinus se encontro

solamente en las tierras reforestadas (E. R. Garcia, 2006; R. Pfadt, 1997b).

En 1969 las poblaciones de M. lakinus infesto los pastizales y se reporté un promedio
de entre 20 a 50 adultos por yarda cuadrada. Durante los brotes de M. lakinus
principalmente se afecta a los cultivos de alfalfa, trigo, algunos vegetales y flores
ornamentales. Incluso ciudades que se encuentran dentro de zonas de pastizales
pueden sufrir la presencia de esta especie afectando sus jardines y pequefos cultivos.
En una estudio donde se analizaron los tractos digestivos de algunos chapulines de
la especie M. lakinus colectados de un pastizal en Nebraska se observé que el 94%
de los fragmentos recuperados correspondieron a coquia y el resto distribuido entre
otras especies, en otro estudio en la zona de Alpine en Texas se analizaron los tractos
digestivos de especimenes adultos de Melanoplus lakinus observandose que se
alimentaron de una gran diversidad de pastos y hierbas, de las cuales el 40%

aproximadamente correspondia a pastos (Appel y Joern, 1998; Bland y Nutting, 1969)

\ Wt § e
Figura 2 Distribucién espacial de Melanoplus lakinus (R. Pfadt, 1997b)




2.1.2.-Impacto econémico

Debido a la estrecha relacion entre la presencia de chapulines y los pastizales se
requiere de diversos factores que incluyen la etapa de desarrollo del insecto y
caracteristicas del cultivo como su etapa de crecimiento, costo del control e
importancia comercial para que estos insectos puedan considerarse plagas (Gurrola,
2007).

En relacion a la etapa de maduracion del insecto esta empieza a presentar un peligro
cuando estan de la tercera a la quinta etapa ninfal y en el estado adulto (Calpas y
Johnson, 2003). Un chapulin se considera de importancia econémica cuando su
densidad es tal que el consumo de vegetacion es muy elevado y ademas el tipo de
vegetacion que utiliza es de importancia para la agricultura o la ganaderia. Se ha
calculado que los chapulines consumen alrededor del 25% de forraje disponible en
Estados Unidos cada afio, este tipo de insectos son consumidores voraces consumen
la mitad de su peso corporal en forraje verde por dia, afectando de esta manera la

reduccion en peso del ganado (Ueckert, 1968).

Una temperatura mayor a los 20°C es propicia para la perdida de forraje debido a que
los chapulines tienen sus temperaturas de activacion y de mayor actividad metabdlica
entre los 20°C y 35°C, por lo que la temperatura es un factor importante a considerar
para la estimacion de pérdidas por chapulines asi como la precipitacibn media anual
(Gurrola, 2007).

En México los dafios causados por estos ortopteros se estiman entre un 20% y30% de
pérdidas en la produccién de forraje cuando no se llevan a cabo acciones de control.
Los estados més afectados son Aguascalientes, Chihuahua, Hidalgo, San Luis Potosi,
Michoacan y Zacatecas. En el estado de Durango se han reportado dafios como los
causados en los afios de 1995 y 1996 en los sembradios de frijol de temporal. Debido
a que el estado de Durango cuenta con alrededor de 5.4 millones de hectareas para
uso exclusivo de agostadero y teniendo como referencia las pérdidas causadas por
chapulines en Estados Unidos donde se reportan pérdidas de 600 libras en peso seco

por acre en el estado de Arizona, una perdida similar se esperaria para el estado de

Durango de 600 Kg por hectarea gGurroIaI 2007).




2.2.- Diversidad genética

Los estudios de variabilidad genética son una medida del potencial evolutivo de las
especies para responder a los cambios y a la adaptacién a lo largo del tiempo
(Rodriguez-Muiioz, 2006; Toro y Caballero, 2005). Esta diversidad se refiere
principalmente a una variacion de alelos y genotipos entre individuos y poblaciones,
que se ve reflejado en diferencias fisiologicas, morfolégicas o de comportamiento
entre ellos (Frankham, 2002). Una perdida en la diversidad genética puede afectar el
potencial evolutivo y el riesgo de extincién de las poblaciones (Chapuis, 2012). El
conocimiento acerca de los efectos demograficos y su relacion con la variabilidad
genética de invertebrados, como los insectos ha sido poco estudiada, ademas que
este tipo de informacion es generalmente escasa en la fauna ortoptera por lo cual cada
vez se realizan mas estudios de este tipo (Clarke y Spier-Ashcroft, 2003; Chapuis et
al., 2008; Chapuis et al., 2012; E. R. Garcia, 2006a; G. Sword, A. Joern, & L. Senior,
2005). Una gran cantidad de herramientas moleculares basadas en la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) han tomado gran importancia en investigaciones con
insectos;—para estudios taxondmicos, de genética poblacional y evolutivos (Lagisz,
Port, & Wolff, 2010). Estas técnicas basadas en PCR necesitan cantidades minimas
de ADN para poder ser amplificadas (Rodriguez-Romero, Posos Ponce, Peteira, &
Suris, 2011). Pero existen técnicas como los polimorfismos en la longitud de
fragmentos amplificados (AFLPs) que requieren una digestion completa del ADN
genomico con enzimas de restriccion ya que la minima cantidad de ADN sin digerir
puede suponer algun tipo de banda detectable, interpretando estas bandas como
falsos polimorfismos (Stys & Kerzhner, 1975). Por lo que un ADN degradado puede
perjudicar este tipo de estudios. La técnica AFLP (Vos et al., 1995) proporciona un
gran numero de marcadores genéticos informativos y fiables que se pueden desarrollar
de forma rapida y poco costosa. Los marcadores generados son dominantes y
ampliamente distribuido en todo el genoma, lo que permite una evaluacion de la
variacion de todo el genoma (Apple, Grace, Joern, St Amand, & Wisely, 2010;
Chintauan-Marquier, Jordan, Berthier, Amedegnato, & Pompanon, 2011; Guo, Li, &
Gan, 2006). El conocimiento anterior del genoma no es necesario por lo que esta

técnica es particularmente atil en un gran numero de organismos. (A. Alacs, P. B. S.




Spencer, P. J. Tores, & S. L. Krauss, 2010; Holzhauer et al., 2008). En el presente
trabajo se analiz6 la variabilidad genética de estas especies de chapulines usando la
técnica de AFLPs y microsatellites aislados de la especie Odealus decorus (O. decorus
) perteneciente a la familia Acrididae (Berthier, Loiseau, Streiff, & Arlettaz, 2008a).
Finalmente, se analizé la correlacion de los datos de variabilidad genética con
variables de suelo, climaticas y de frecuencia vegetal presente en los diferentes sitios
de estudio, con el objetivo de conocer la estructura geografia y genética de estas
especies en Durango.




lll. Justificacién
Las probables caracteristicas especificas (factores bidticos y abidticos) de las
poblaciones de M. lakinus y B. nubilum el estado de Durango podrian estar asociadas
a cambios en la variabilidad genética de estas especies de insectos. Lo anterior, podria
también ser afectado por los patrones de alimentacion de las poblaciones de
chapulines presentes. Por lo tanto, la caracterizacién genética de estas especies en
relacion a los diversos factores ambientales y a los habitos alimenticios es de gran

importancia para poder estimar su importancia econémica en el estado de Durango.

IV. Objetivo
Caracterizar las poblaciones de los chapulines de las especies Boopedon nubilum y

Melanuplus lakinus en el estado de Durango y estudiar su variabilidad genética
4.1 Objetivos Especificos

e Caracterizar las poblaciones de estudio de acuerdo a sus variables de suelo,
clima y vegetacion para identificar las condiciones actuales en las que se
desarrollan los chapulines.

e Determinar la variabilidad genética dentro y entre poblaciones de los chapulines
empleando marcadores de tipo AFLPs.

o Determinar el efecto de los diferentes grupos de variables con respecto a las
variables genéticas.

V. Hipétesis
Los chapulines de especies econémicamente importantes como Boopedon nubilum 'y
Melanoplus lakinus presentan diferencias genéticas a lo largo de las zonas de
pastizales asociados a diferentes factores ambientales en el estado de Durango.




VI. Materiales y Métodos

6.1.-Area de estudio

El area de estudio se determiné en base a un muestreo piloto para identificar la
presencia de las especies M. lakinus y B. nubilum a lo largo del estado de Durango,
georreferenciando las poblaciones con ayuda de un sistema de posicionamiento global
(GPS) usando DATUM: WGS84 y proyeccion geogréfica. Los meses de colecta fueron
aguellos comprendidos entre los meses de agosto y octubre, donde los insectos se

encuentran en estado adulto.
6.2.-Sitios de estudio

Una vez identificados los sitios donde se encuentren presentes las especies M. lakinus
y B. nubilum se determinara el tamafio de muestra empleando como variable el
porcentaje de presencia de ambas especies en el estado de Durango del 20 y 15%
respectivamente en base a los estudios realizados por Garcia-Gutiérrez en 2006 (G.

C. Garcia, Chairez, Rivera, Gurrola, & Gonzalez, 2006). Usando la formula:

Ecuacion 1:
Ecuacién 1.- Formula para determinar el tamafio de muestra
e PO
n=-3 2
d°(N-1)+Z°pq
Donde:

n=tamario de muestra

N=Tamario total

Z=es el nivel de confianza elegido, determinado por el valor de a
p=es la prevalencia esperada del parametro que se ha de estimar.
q=1-p

d=precision




La seleccién de las poblaciones de estudio se basaran en su proximidad con alguna
de las redes agroclimaticas del INIFAP, asi como de los sitios analizado por Espino-
Chairez (2013), usando herramientas de proximidad y area de influencia con el
software ArcGis10.1. (ESRI, 2011). Se identificaran el tipo de clima, tipo de suelo,
precipitacion media anual y temperatura media anual por medio de las cartas
climatologicas obtenidas del portal del INEGI (INEGI, 2014).

6.2.1- Caracterizacion de los sitios de estudio a partir de variables de suelo

Para las variables correspondientes al suelo se utilizaron los datos obtenidos de las
cartas de tipo de suelos, uso de suelo y vegetacion y humedad de suelo escala
(1:250000) del INEGI, usando el programa ArcGis 10.1 para sus analisis y desarrollo
de mapas. Las variables obtenidas del trabajo presentado por Espino Chairez (2013)
(Espino Chairez, 2013) fueron textura de suelo, pH, Materia organica (MO) y
conductivdad eléctrica (Con Elect). Se obtendran estadisticas descriptivas de todas las
variables, correlaciones de Pearson para identificar interacciones entre las distintas
variables, incluyendo las variables de altitud y densidad de chapulines por metro
cuadrado. Se determinara por medio de un analisis de agrupamiento usando distancias
euclidianas la formacion de grupos de acuerdo a las diferentes caracteristicas de suelo
presentadas. Al final con ayuda de un analisis de componentes principales se podra
identificar qué factores explican la mayor parte de la varianza del complejo de variables
de suelo y a su vez identificar por medio de matrices de componentes identificar que

variables aportan méas a los dichos componentes.

6.2.2-Caracterizacion de los sitios de estudio empleando variables climaticas
Las variables climéticas fueron obtenidas desde la red agroclimética el INIFAP

(http://clima.inifap.gob.mx/) (INIFAP, 2012) durante los meses de muestreo, los cuales

fueron de los meses de Agosto, Septiembre y Octubre ya que en estos meses es
cuando los insectos de las especies B. nubilum 'y M. lakinus se encuentran en quinto
estado ninfal y en estado adulto, para asi favorecer su captura e identificacion, para
llevar a cabo la caracterizacion de las poblaciones con ayuda de las varaibles de
precipitacion mensual (mm), temperatura mensual (°C), velocidad (Km/h) direccion del

viento (grados), radiacion (w/m?) y humedad relativa (porcentaje) de los meses de




muestreo, asi como el indice de aridez. Al igual que las variables de suelo, se
determinaran estadisticas descriptivas de las variables, se identificaran los indices de

aridez empleando la ecuacion 2.

Ecuacién 2.- indice de aridez

Tmax - Tmin

IA =
p

Donde:

IA= indice de aridez
Tmax=Temperatura maxima mensual
Tmin=Temperatura minima mensual
P=Precipitacion mensual

Dicho indice es utilizado para identificar el nivel de sequia presente en cada sitio, ya
qgue este valor incorpora los datos de temperatura y de precipitaciéon, dandonos una
imagen mas completa del comportamiento de los sitios, ya que un aumento en la
precipitacion indica una disminucién en el indice de aridez (IA) (Nath, Rai,
Bhattacharya, & Saha, 2010). Se identificara la correlacion existente entre las variables
climaticas por medio del indice de correlacion de Pearson. Se identificaran la formacion
de grupos empleando un analisis de agrupamiento usando distancias euclidianas. Por
medio de un analisis de componentes principales se identificaran que factores
responden en su mayoria a la varianza total del estudio cuando se usan variables
climaticas, a su vez por medio de una matriz de componentes de factores se
identificaran que variables participan en cual factor y su importancia o efecto en cada

uno de ellos.

6.2.3.-Caracterizacion de los sitios de estudio por medio de variables vegetales
Para la obtencién de las variables vegetales se determinard el area minima de
muestreo utilizando el método de puntos anidados, donde se iniciara con un area de

0.5 x 0.5 m (0.25m?) y se anotaran todas las especies presentes. El area se duplicara




sucesivamente y se anotaran las especies adicionales que se encuentren en cada
duplicacion. Se realizara la duplicacién mientras aparezcan nuevas especies en cada
nuevo cuadrante. Una vez registrados los datos se construira una grafica del nimero
de especie-area. El area minima sera aquella area en la cual la curva se haga
asintotica (Burnham, Anderson, & Laake, 1980; Franco et al., 1985). Para determinar
la frecuencia vegetal de las especies se empled el método de transecto de linea
empleado por Canfield (1941) (Canfield, 1941)y asi obtener los diversos factores de
biodiversidad empleando el programa PAST (Hammer, Harper, & Ryan, 2001). Las

estadisticas descriptivas de los sitios se obtuvieron por medio del programa SPSS 17.

6.3.-Captura e identificacion morfologica de individuos

Se capturaron individuos de las especies B. nubilum y M. lakinus de zonas de
pastizales y areas agricolas del estado de Durango, durante los meses de agosto,
septiembre y octubre de los afios 2011, 2012 y 2013 que se encontraran en su quinto
estado ninfal y adultos. Fueron capturadas usando redes entomologicas de 40 cm de
diametro, repitiendo cinco ocasiones el mismo movimiento, tal y como se describe por
Evans (1984,1988) y Torrusio (2002). (E.W. Evans, 1984; E.W. Evans, 1988; Torrusio,
Cigliano, & Wysiecki, 2002). La densidad de saltamontes por metro cuadrado (Ind m-
2) se calculo usando el namero total de insectos de la especie de interés capturados
con la red y contando el nimero de insectos por metro cuadrado de las observaciones
en campo (Ni, Wang, Jiang, & Zha, 2007). Los insectos fueron identificados usando
las claves propuestas por Capinera (1982) y Pfadt (1994) (Capinera & Sechrist, 1982;
R. E. Pfadt, 1994).

6.4.-Estudios de variabilidad genética

6.4.1.-Extraccion de ADN

Debido a los requerimientos especificos de ciertos marcadores moleculares y de la
poca informacién acerca de procesos de extraccién de ADN de las especies B. nubilum
y M. lakinus se evaluaron dos métodos de extraccion de ADN gendmico basados en
diferentes agentes quelantes debido a la naturaleza del exoesqueleto de los
chapulines, que esta constituida en gran parte por polisacaridos. Se analizaron de
manera independiente, musculo del fémur anterior de 20 individuos de la especie B.




nubilum y 20 individuos de la especie M. lakinus en estado adulto, identificados
previamente de manera morfolégica, colectados en diferentes puntos del estado de
Durango colocandolos en alcohol al 75% para su preservacion y manteniéndolos en
congelacion a -20°C hasta su uso.

6.4.1.1.- Método de extraccion basado en SDS

Muestras de ADN gendmico se obtuvieron del tejido del fémur anterior de los insectos
usando pistilos estériles para su homogenizacion. La extraccion del ADN se llevo a
cabo utilizando el método empleado por Aljanabi y Martinez (1997), este método ha
sido empleado con una gama amplia de grupos de organismos (Aljanabi & Martinez,
1997). Los tejidos fueron homogenizados en 400 uL de un regulador, conteniendo 0.4
M NacCl, 10 mM Tris—HCI pH 8.0, 2 mM EDTA, durante 5 minutos minimo por muestra,
Después, se agregaron 40uL de una solucion de SDS al 20% (concentracién final del
2%) y 8uL de una solucion 20mg/mL de proteinasa K (400ug/mL concentracion final),
se mezcld en vortex. Las muestras fueron incubadas de 55 a 65°C durante dos horas.
Después se agregaron 300uL de una solucibn 6M de NaCl, se mezclaron y se
centrifugaron durante 30 minutos a 10000g. El sobrenadante fue transferido a un tubo
nuevo y estéril. Se agregod un volumen de isopropanol, se mezcld vigorosamente y las
muestras se incubaron a -20°C durante una hora, después se centrifugdé durante 20
minutos a 10000 g (4°C). La pastilla de &cidos nucleicos se lavo dos veces con etanol

al 70%, se dej6 secar y se re suspendio en 500uL de agua bidestilada.

6.4.1.2.- Método basado en CTAB

Se utiliz6 el método reportado por Barragan-Valencia et al., (2009), en el que los
insectos se lavaron cuatro veces con una solucion 0.065% de NaCl para remover
etanol e impurezas. Los tejidos se homogenizaron con una solucion de buffer CTAB
(2%CTAB, 1.4M NacCl, 0.2% 2-mercaptoetanol, 20mM EDTA, 100mM Tris-HCI pH 8) a
60°C durante una hora. Posteriormente se agregd un volumen de una solucién de
cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se mezclo vigorosamente, y se centrifugo a 6000
g durante 10 minutos a temperatura ambiente. La fase acuosa se recupero, se combiné
con dos volumenes de isopropanol frio se mezcld, y se mantuvieron a temperatura
ambiente durante 20 minutos para que ocurriera la precipitacion de los acidos

nucleicos. Después, se centrifugd a 6000g durante 10 minutos;, el sobrenadante se




descart6 y la pastilla resultante se lavé dos veces con etanol al 75%. Finalmente la
pastilla de acidos nucleicos se re suspendié en 50uL de buffer TE (10mM Tris-HCI,
1mM EDTA, pH 7.4) (Barragan-Valencia, Almaraz-Abarca, Alvarez-Zagoya, Delgado-
Alvarado, & Pérez-Dominguez, 2009).

6.4.1.3.-Medicion de cantidad y estimacion de la pureza de ADN

Para estimar la cantidad de ADN se tomaron 10uL de ADN extraido por el método de
SDS se combinaron con 990uL de agua bidestilada (factor de dilucion de 99) y para
el método empleando CTAB se tomaron 4 pL mezclandose con 996 uL de agua
bidestilada (factor de dilucibn de 250). Se midi6 la absorbancia a 260nm.
Considerando que una unidad de absorbancia corresponde a una concentracion de
50ng/uL de ADN, se hizo el ajuste correspondiente al valor de absorbancia obtenido
para calcular la cantidad de ADN presente en cada muestra (Chan, 1992). La pureza
se determiné de manera espectrofotométrica de acuerdo a (Sambrook & Russell,
2001). Se registraron las medidas de absorbancia a 260nm y 280nm, y se calcul6 la
relacion Azsonm/Azsonm.

6.4.1.4.-Integridad del ADN

La integridad del ADN extraido se evalué por medio de electroforesis en geles de
agarosa al 1%, usando 4uL de muestra mas pL de syber gold (INVITROGEN) para su

visualizacion.

6.5.-Identificacion de especies por medio del gen COI en chapulines del estado de
Durango

Los cebadores se disefiaron de acuerdo al alineamiento CLUSTAL de secuencias de
COl para ortépteros reportadas en el genbank utilizando el programa Bioedit

(http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html). La amplificacion por PCR se llevo a

cabo con las siguientes condiciones un ciclo a 94°C durante cinco minutos para su
desnaturalizacién, 35 ciclos con 1 mis a 94°C, una temperatura de alineamiento de
56°C por 1:25 min y un ciclo de 72°C de 1:30 min. Para terminar se llevara un ciclo a
4°C durante 7 minPosteriormente a los productos de PCR se les agrego un volumen
equivalente de Buffer de carga, el cual contenia azul de bromofenol, xylen cianol,

formamida y EDTA, luego se desnaturalizaron a 95°C por 10 min en un termociclador,




las muestras fueron inmediatamente colocadas en hielo para conservarlas
desnaturalizadas y asi ser aplicadas en el gel de acrilamida al 6%. Se empleo el
amortiguador TBE al 0.5X como amortiguador de corrida y las condiciones de corrida
fueron 116 Volts por 20 horas a una temperatura de 10°C, transcurrido el tiempo de
corrida el gel de acrilamida se separé cuidadosamente de los vidrios con ayuda de una
espatula y se colocé el gel en un recipiente que contenia 200 ml de amortiguador (TBE
0.5X) y 20ul de Syber Gold para su tincion durante 30 min (Rochelle, 2001). Los
productos de PCR separados a partir de estos geles seran purificados, re-amplificados
siguiendo las condiciones de PCR previamente descritas y secuenciados directamente
utilizando un secuenciador automéatica ABI 3110 (Applied Biosystems, USA) con el
estuche comercial “24 BigDye terminator” de acuerdo a las instrucciones del proveedor
(Applied Biosystems, USA). El andlisis de las secuencias se realiz6 preliminarmente
utilizando el algoritmo BLASTA (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) y la filogenia
molecular se establecio utilizando el algoritmo de evolucion minina y un re-muestreo
de 1000 repeticiones con secuencias genéticamente relacionadas utilizando el
programa MEGA ver.4 (http://www.megasoftware.net/).

6.6.-Marcadores moleculares

6.6.1.-Protocolo de AFLPS

A pesar de que la técnica de AFLPs puede ser utilizada casi de manera original para
un gran namero de especies, ocasionalmente se emplean ciertas modificaciones al
protocolo original de Vos et al.,, (1995), particularmente en aquellas especies con
genomas muy grandes. Los chapulines acrididos poseen genomas de mayor tamafio
con respecto a otros insectos, seguido eso con los problemas asociados con la
presencia de pseudogenes en estos individuos, por lo cual esto puede complicar los
analisis genéticos que son de alguna manera mas sencillos en otros insectos. Por lo
gue los estudios hechos por Sword (2005) (G. A. Sword, A. Joern, & L. B. Senior, 2005)
encontraron que usando cebadores con EcoRi+4 y Tru9i +4 bases extras para las
amplificaciones selectivas reducen el nimero de marcadores en acrididos para
obtener resultados que puedan ser manejables al momento de su analisis (Tabla 1).

Esta reduccion en fragmentos es indispensable para evitar problemas de homoplastia,




ya que estudios reportados por Caballero (2008) demostraron que reduciendo el
namero y tamafio de las bandas reduce el riesgo de presentar este problema, donde
también sugiere desestimar aquellos fragmentos menores a 70pb para reducir en un
tercio el porcentaje de fragmentos homplasticos, asi como aquellos por encima de los
600pb (Caballero, Quesada, & Rolan-Alvarez, 2008; T. Li et al., 2011)

Tabla 1.- Combinaciones de cebadores empleadas para AFLPs para estudios de B.

nubilum y M. lakinus

Preselectivo Selectivo
Combinacién EcoRI+1  Tru9l+2 EcoRI+2  Tru9l+2
1 C CA CTCC CAAT
2 C CG CTCC CGAC
3 C CC CTCC CCTG

6.6.1.1.-Digestion de ADN gendmico

Se realiz6 mediante el protocolo modificado de (Vos et al., 1995). Se tom6 1ug de ADN
y se someti6 a digestion durante una hora a 37°C con 5U de la enzima EcoRI y 5U de
la enzima Tru9l en combinacién en 40uL de buffer de digestiéon (10mMTris-HAc (pH
7.5), 10mM MgAc, 50mM KAc, 5nm DTT, 50ng/uL BSA. EI ADN digerido se visualizo
en geles de agarosa al 1%.

6.6.1.2.-Ligacion de adaptadores

Se toman 10 pL de solucién de ligacion que contiene 1L del adaptador Tru9l (50pmol),
1 pL de adaptador EcoRI (5pmol), 1 yuL de 10mM ATP (1mM concentracion final), 4 uL
de buffer de ligacion (50mM Tris-HAc, 50mMMgAc, 250mM KAc, 25mM DTT,
250ng/mL BSA), 1 U de enzima T4 DNA Ligasa PROMEGA. Se adiciono la solucion
de ligacion al ADN previamente digerido, incubando a 37°C durante toda la noche a

temperatura ambiente.

6.6.1.3.-Pre amplificacion
Se tomo6 2 yL de ADN digerido-ligado y se agregan 18 pL de solucion de PCR

+CT.+ + +



uL de dNTPs mix (10mM), 1.2 pL de MgCI2 (25mM), 4 pL de buffer para PCR
(PROMEGA), 0.1 pL de Taqg DNA Polimerasa (PROMEGA) Y 9.9 uL DE Agua
tridestilada esteril. Las condiciones de PCR para la pre-amplificaciéon fueron las
siguientes: 94°C durante 2 min, 34 ciclos de 94°C durante 30s, 50°C durante 30s y
72°C durante 1 min, y un paso final de 72°C durante 2 min. Los productos pre
amplificados se diluyeron en relacion 1:10 en buffer TE (pH 7.5) y se almacenaron a -

20°C para su conservacion.

6.6.1.4.-Amplificacion selectiva

Se toman 2 L del ADN pre amplificado diluido 1:10, se adicionan 18 pL de solucion
de PCR conteniendo 1 pL cebador EcoRI (+CAGA, +CTCC), 1uL de cebador Tru9l
(+CGAG, +CAAT,+CCTG,+CAAG), 0.8 pL de dNTPs mix (10mM), 1.2 pL de MgClI2
(25mM), 4 pL de buffer para PCR (PROMEGA), 0.1 yL de Tag DNA Polimerasa
(PROMEGA) Y 9.9 uL DE Agua tridestilada estéril. Las condiciones de PCR fueron las
siguientes: Desnaturalizacion a 94°C durante 2 min, 12 ciclos de 94°C durante 30s,
64°C durante 30S disminuyendo 0.7°C hasta llegar a 56°C, y 72°C 1min, al alcanzar
la temperatura de alineamiento de 56°C se llevan a cabo 20 ciclos mas. Al final se
hace un paso de 72°C durante 2min.

6.6.1.5.-Separacion de los productos AFLPs en geles de acrilamida

Los productos de PCR obtenidos de las muestras de ADN genomico de los
saltamontes fueron reveladas en geles de poli-acrilamida al 6% para estimar el nGmero
de alelos, y el peso molecular estimado de cada uno de ellos usando como referencia
marcadores de peso molecular de 100pb DNA ladder (PROMEGA). La visualizacion
se llevo a cabo con sybergold (INVITROGEN) y se observé en foto documentador UVP
Canon. Los geles de poli-acrilamida fueron analizados con ayuda del programa
GELANALIZER version 2010a. (http://www.gelanalyzer.com/) (Lazar, 2010) con el
objetivo de identificar y medir los alelos presentes

6.7.-Microsatelites
Once microsatelites polimorficos aislados y caracterizados de la especie O. decorous

(Tabla 2) (Berthier, 2008) fueron empelados en las especies M. lakinus y B. nubilum.

El volumen final de la soluciéon de PCR fue de 25 mL usando un grotocolo modificado



de Teng (2007) (Teng y Kang, 2007), consistiendo de 0.2-0.4 uM de cada iniciador, 20
ng de ADN gendmico, 0.2mM de cada dNTPs, 1.5 mmol/L de MgCI2, y una unidad de
Taq polimerasa. Los andlisis de PCR fueron llevados a cabo en el aparato GeneAmp
PCR System 9700 (Applied Biosystems) con las siguientes condiciones, temperatura
de desnaturalizacion de 95°C por 5 minutos, 35 ciclos de 1:30 minutos a 95°C, 1 minuto
a 55°C de temperatura de alineamiento y 1 minuto a 72°C, con una fase final de 72°C
durante 7 minutos. Los productos de PCR obtenidos de las muestras de ADN
gendémico de los saltamontes fueron reveladas en geles de poli-acrilamida al 6% para
estimar el numero de alelos, y el peso molecular estimado de cada uno de ellos usando
como referencia marcadores de peso molecular de 100pb DNA ladder (PROMEGA),
Los geles de poli-acrilamida fueron analizados con ayuda del programa
GELANALIZER version 2010a. (http://www.gelanalyzer.com/) (Lazar, 2010).

Tabla 2.- Caracterizacion de los once microsatellites amplificados en M. lakinus y B.

nubilum mostrando rango, numero de alelos, secuencia repetida y secuencia del

iniciador
Rango
LOCUS Alelos bg Secuencia iniciador secuencia *Caédigo
p
oD?2 F: GAAACACGCCACGGATTAGT
11-22  216-265 (TG)11-(AG)s A
R: CTCACCCTAACCAGCCAAAC
oD4 F: GTAATCTGCCGGATGGATTC
10-23 126-246 (AG)16 B
R: GTAGAAACGCCCCAATCACT
oD6 F: CTTGCACAATGAATCTCGTGA
8-14 286-326 (TG)1s-(AG)7 I
R: GCACACCGTTCGCTACACTA
0oD7 F: CCATTGAACCTGCTTACCGT
10-23 161-208 (CA)26 C
R: CGATTGGTGGGACACAGTTT
0OD9 F: TTCGCAGACAGCACTTCG
10-22  298-368 (GA)21-(GT)27 J
R: CGATGGTTTCCTGGCAGTAT
OD12 F: CGAACTAACTGCTTGGCAAC (CT)wo-CCC-
8-16 251-295 D
R: GCTGCAACGAGGTTAGAATC (CT)s
OoD3 F: AGCCACTATCCTCTTCCTGTT (CT)1-AGTC-
5-18 277-299 E
R: GAGGCGGCAAGAGAGAAT (CA)19
oD5 F: TATTGCGTGAGCGCGTGT (GA)25-GG-
8-19 224-252 K
R: TGTATGTCACTGGAAGTGCCTC (GA)4




oDS8 F: TCCATCTTTTCGGCACACAG (TG)s-TC-

8-23  253-275 F
R: GGAGCTTCCGGATTATGTTG (TG)14
oD18 F: TTCCTGCCTTGACTCCTGAT
10-20  136-184 (TC)20 G
R: CTCCTCAGATACGACTTGACGA
oD31 F: GCATGCAAAGCACATACCAC
12-21  219-297 (TC)as H

R: GATTCCTACCTGATGTCTCAACA

*Caodigo establecido para identificacion durante el estudio

6.8.- Andlisis de la estructura genética y diversidad de las poblaciones de chapulines
en el Estado de Durango

La determinacion de la estructura genética se obtendra a partir de los estadisticos de
Fst de Wright y de la formacién de grupos y su diversidad medida mediante la
heterocigosidad dentro y entre cada poblacion, con ayuda el programa STRUCTURE
2.3.4(Pritchard, Stephens, & Donnelly, 2000). Para determinar la diversidad entre
poblaciones e emple6 un AMOVA usando distancias euclidianas entre los haplotipos
(Galindo, Moran, & ROLAN-ALVAREZ, 2009; Knowles & Richards, 2005) Para los
marcadores moleculares AFLPs se empleo el software InfoGen (Balzarini M.G., 2013)
para obtener las estadisticas descriptivas, los indices de variabilidad como indice de
Nei, numero efectivo y esperado de alelos y contenido de Loci polimorfico. Asi como
también se determinaran estudios de estructura genética empleando un analisis de
varianza molecular para identificar el efecto de las poblaciones y de los individuos
dentro de la variabilidad genética obtenida. Se emplearon método de agrupamiento
basados en el algoritmo de neighbour joinning para comprobar el analisis empleado
por el programa STRUCTURE. Para determinar la correlacion entre la distancia
geografica y la distancia genética se empled la prueba de Mantel, empleando el
programa alelos en el espacio, mediante este programa también se determind la red
de conectividad mediante una triangulacion de Delauny, se determind también
mediante una interpolacion inversa de las distancias ponderadas (inverse distance-
weighted interpolation) un grafico de superficie para identificar las distancias genéticas
y se pudo identificar barreras presentes en el area de estudio mediante el algoritmo de
Monmonier (Miller, 2005).




Los analisis estadisticos descriptivos e informativos del estudio de variabilidad
genética del marcador codominante (microsatelites) para M. lakinus'y B. nubilum como
namero observado y esperado de alelos, heterocigosidad esperada y observada y el
nuamero observado de alelos, indice de Shannon, indice de diversidad genética de Nei
asi como los valores de identidad y distancia genética fueron obtenidos usando el
programa popgene version 1.32 (http://www.ualberta.ca/~fyeh/), el equilibrio de Hardy-
Weinberg fue analizado usando el método de Markov mencionado por Alacs (2010)
(E. A. Alacs, P. B. S. Spencer, P. J. Tores, & S. L. Krauss, 2010) usando el programa

genpop en su version online (http://wbiomed.curtin.edu.au/genepop/;, utilizando el

analisis de chi cuadrada para determinar el equilibrio de las poblaciones. El analisis de
diversidad de las poblaciones usando el método de Fisher fue obtenido usando el
programa genepop, utilizando estadisticos F de Wright como estimador de la
estructura poblacional (Rousset, 2008). Se utilizd el andlisis del Neighbour joining
usando los algoritmos de Ward y distancias euclidianas como métodos de
agrupamiento, complementando el andlisis con analisis de k medias y componentes
principales para identificar los clados principales y asi evaluar la relacion entre las
diferentes poblaciones usando STATISTICA version 7.0 (StatSoft, 2004) y PAST
version 2.17b (Hammer et al., 2001).

6.9.- Correlacion entre variables

La correlacion entre todas las variables se llevara a cabo usando el indice de
correlacion de Pearson para identificar la relacidon existente entre las diversas variables
dentro de las distintas poblaciones, asi poder identificar algun tipo de efecto que
influya en estos para influencias la presencia de las especies de chapulines a estudiar.
Esta correlacion se llevé a cabo usando los programas STATISTICA version 7y SPSS
version 17 (StatSoft 2004; SPSS 2007).

Una vez identificados algun tipo de factor que influya en los diversos sitios se
procedera a realizara un andlisis de componentes principales (ACP) para identificar
gué factores tienen mayor peso en la varianza o el comportamiento del estudio. Donde

se podra identificar aquellas variables involucradas es estos factores y que peso




especifico tienen dentro de los mismos. Para de esta manera poder identificar cual de

las variables tiene mayor efecto sobre la caracterizacion de los sitios.

6.10.-Efecto de los diferentes grupos de variables sobre las variables genéticas
Mediante un analisis Candnico Correlacional se determinara el efecto que tienen los
diferentes grupos de variables (suelo, climaticas, vegetacion) sobre la variabilidad
obtenida de las especies B. nubilum y M. lakinus. Empleando los software
STATISTICA version 7 y el programa SPSS ver 17.
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VIIl.- Resultados y discusién

7.1.-Area de estudio

Se realizaron recorridos a lo largo de las zonas de los valles y zona de pastizales del
estado de Durango, situadas entre las longitudes (-143.66,-104.385) y las latitudes
(23.58,25.945). Donde se identificaron 45 sitios en los cuales se identifico la presencia
de las especies B. nubilum y M. lakinus. (Anexo 1). En la figura 3 se identifica la
ubicacion de las poblaciones de muestreo, proyectados sobre la capa de tipo de clima
para identificar el comportamiento espacial de las especies B. nubilumy M. lakinus a
lo largo del area estudiada.

Tipo de Clima

Bl c:iido subhimedo
- Frio
- Muy seco calido
- Muy seco semicalido
|:| Seco semicalido
\_I Seco templado
\_I Semifrio subhimedo
\_I Semiseco muy calido
- Semiseco semicalido
- Semiseco templado
- Templado subhimedo
A PUNTOS MUESTREO

Datum: wgs8&4
Proyeccion: Geografica

T T T
-106 -105°°70 -104 -103

Figura 3.- Ubicacion de las especies B. nubilumy M. lakinus a lo largo de
las zonas de pastizales y zona de los valles del estado de Durango,
proyectado sobre la capa de tipo de clima
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La presencia de estos insectos coincide con la reportada por Rivera-Garcia 2006 (E.
R. Garcia, 2006b) donde se realiz6 un registro de 60 especies de Ortépteros a lo largo
de la zona conocida como la reserva de la Biosfera de Mapimi, que coincide en
ubicacion geografica con los puntos muestreados en este estudio en longitud y latitud.
Se puede observar también que la mayor concentracion de estos insectos se presenta
en los climas de tipo semi-seco templado (BsiK) que presentan temperaturas promedio
de los 12 a los 22°C, y precipitaciones promedio anuales de 400 a 600mm con un
promedio de 50 a 75 dias de precipitacion al afio, la superficie que ocupa dentro del
estado de Durango es de alrededor del 27.34% del total (121,181km?)(INEGI)
Ubicandose en la zona de los valles principalmente. También se presenta en la zonas
Seco semicalido (BSh, 7.56%) y muy seco semicalido (BWh, 14.9%), con una
superficie combinada del 22.46% del total de la superficie el estado (Gonzales-
Elizondo et al., 2007). Lo que nos indica la preferencia de los insectos de la especies
B. nubilum'y M. lakinus coincidiendo con las descripciones de héabitat descritas en los
estudios de Eaton (2007) (Eaton & Kaufman, 2007) donde indican la presencia de
estas especies en las zonas semi aridas de Canad4, Estados Unidos y el Norte de
México, situandolos en zonas de pastizales mayormente, indicando la presencia de
estas especies como adultos en finales del verano y principios del Otofio, en
localidades con grandes praderas y precipitaciones pluviales promedio ubicandose en
los rangos de los 300 a 500mm. En la figura 4 se despleg0 la capa de precipitacion
media anual obtenida de la base de datos del WORLD CLIMATE empleando el
programa DIVA GIS para su analisis (R. Hijmans, Guarino, Cruz, & Rojas, 2001; R. J.
Hijmans, Cameron, Parra, Jones, & Jarvis, 2005), donde se observa que las
poblaciones coinciden con los datos reportados por estos autores, observandose la
presencia de estos insectos en sitios con rangos de precipitacion que van desde los
200 hasta los 600mm. Pero si las condiciones no son favorables pueden alargar su
diapausa hasta 18 meses, lo que puede provocar rompimientos en las poblaciones y
crear problemas de sobrepoblacién y ser catalogados como plagas, como lo han sido
B. nubilum en afos anteriores segun lo reportado por (Rivera-Garcia, 2011) donde se
presentaban precipitaciones no mayores a las 125mm. Por lo que la zona de estudio

abarca gran parte de los pastizales dentro de la zona de los valles, las cuales estan
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constituidas por un estrato herbaceo en el cual predominan las gramineas (pastos),
encontrandose entre ellos el zacate navajita (Bouteloua gracilis) y zacate banderilla (B.
curtipendola) ambos importantes para la ganaderia e identificados como componentes
principales en las dietas de estos insectos (Gonzales-Elizondo et al., 2007; Gurrola-
Reyes, 2007). Por lo que el area de estudio puede proveer informacion necesaria para
identificar el comportamiento poblacional de este insecto en el estado de Durango

influenciado por diversas variables.
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Figura 4.- Proyeccién de puntos de muestreo de chapulines de las especies
B. nubilumy M. lakinus sobre la capa de precipitacién media anual
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7.1.1.- Determinacion de los sitios de estudio
En base a los 45 sitios encontrados se empled la féormula 1. Donde N=45, p=0.35,
g=0.65, d=0.2, Z=1.96.

45*1.96° 0.35*0.65
n — —al?2
0.2°(45-1)+1.96%0.35 - 0.65

n=7
A partir de la capa de uso de suelo y vegetacion se observo que los puntos del
muestreo caen principalmente en zonas identificadas como pastizales: abiertos,
hal6filos, natural, inducido, entre otros. Los cuales son caracteristicos del pastizal
mediano arbosufrutescente que se encuentra ampliamente distribuido a lo largo del
estado, es la principal zona donde se sostiene la zona agricola de temporal, cubre la
mayor parte de los valles, como el del Guadiana, Llano grande, Nombre de Dios,
Poanas, Pefion Blanco y otros. Este tipo de vegetacion comprende los municipios de
Durango, Canatlan, San Juan del Rio, Santiago Papasquiaro, algunas porciones de
Cuencame, Guadalupe Victoria, Poanas y nombre de Dios (COTECOCA., 1979). Por
lo que al observar los puntos de muestreo y ver su mayor concentracién en este tipo
de vegetaciéon se emplearon los puntos nombrados Villa Unién (VU, -104.053,24.072),
Pino Suarez (P;-104.053, 24.852), Carlos Real (CR; -104.481, 24.389), Nicolas Bravo
(NB, -104.783, 24.752), San Juan del Rio (SJ; -104.534, 24.841), Cuencame (C; -
103.699, 24.881) y Yerbaniz (Y; -104.135, 24.732)(figura 5). Estos sitios presentaron
mediciones de numero de chapulines por metro cuadrado de 6.3 adultos (Anexo
1)promedios entre ambas especies, considerandose como un nivel de infestacion
ligero segun lo reportado por Garza (2005) (Garza, 2005). Por lo que la combinacion
de densidades potencialmente importantes y el tipo de climas presentes justifican la

seleccién de los siete sitios mencionados anteriormente.
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Donde se observa la formacién de 12 poligonos de influencia dentro del area de
estudio, de esta manera se identificaron las estaciones climaticas de las cuales se
emplearan para la captura de los datos de tipo climatico. Se realiz6 el mismo
procedimiento para determinar aquellos puntos que ayuden a obtener los datos
correspondientes a las variables de suelo
(ARcToolbox>Analysistools>proximity>Create thyessen polygons). Como se puede
observar en la figura 7, la formacion de los poligonos y su influencia sobre los sitios de
estudio, identificandose de esta manera aquellos necesarios para los andlisis de

caracterizacion de sitios en base a estas variables.
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7.2 Caracterizacion de los sitios de estudio a partir de variables de suelo

El suelo determina una gran variedad de factores que involucran la presencia,
supervivencia y comportamiento de los insectos, con ayuda de los trabajos realizados
por Espino-Chairez (2013) y de las cartas de uso de suelo y tipo de suelo se pudo
identificar de manera mas precisa las variables involucradas en este estudio. En la

tabla 3 se presentan las estadisticas descriptivas de los siete sitios analizados




Tabla 3.- Descripcion de los siete sitios de estudio mostrando variables de suelo y

densidad de chapulines

Sitio Den Tipo Suelo Textura ” & H pH Con Elec MO
Arc Are

VU 9.2 Rendzima Arc-are 0.47 0.17 65 6.55 0.183 1
P 4.2 Xerosol Arc 06 017 125 7.32 0.289 0.5
CR 4.8 Vertisol Arc-are 057 0.17 262 7.32 0.289 0.5
NB 5.2 Vertisol Arc-are 0.57 0.2 96 7.63 0.201 1
SJ 7.2 Rendzima Arc-are 0.67 0.17 67 7.06 0.186 1
C 4.5 Litosol Arc-are 0.87 0.03 72 7.76 0.367 2
Y 9 Chermozem Arc-are 0.6 0.17 24 7.88 0.112 2

Den=densidad chapulines, Arc-are=Arcilloso arenoso, Arc=Arcilla, Are=Arena, H=Humedad
acumulada, Con Elec=Conductividad eléctrica, MO=Materia organica

El factor del suelo es importante para el desarrollo de los chapulines, ya que en base
al tipo de suelo, se favorece el crecimiento de cierto tipo de especies vegetales, los
tipos de suelo presentes en los sitios de estudio como Vertisol, Rendzima son
caracteristicos de suelos con texturas Arcillosas y arcillo-arenosas como es el caso de
los sitios de estudio, este tipo de textura favorece la retencion de agua y por lo tanto
es ideal para los chapulines en el proceso de ovoposicidn ya retienen humedad y asi
favorecen las condiciones de supervivencia a los huevos, como lo reporto Retana
(2010) donde observé que las larvas de Schistocerca gregaria requieren de pocas
cantidades disponibles de agua (20mm) para evitar problemas hidricos en su
desarrollo ademas de no interferir en la disposicién de agua para el crecimiento
vegetal que servira de sustento a las ninfas una vez hallan emergido, todo esto
llevandose a cabo en suelos estrictamente Arcillosos y Arcilloso-Arenosos (Retana,
2000). Ademas de favorecer el control de la temperatura y el contenido de humedad
el tipo de suelo arcilloso esté directamente relacionado con la presencia de especies
vegetales y la fauna que habita sobre ellos (Coudun & Gégout, 2007; Powell, Berg,
Johnson, & Warland, 2007; Unsicker, Oswald, Kohler, & Weisser, 2008; B. Uvarov,
1977). En la fase de huevo de los chapulines durante su diapausa, la competencia por

nutrientes y los recursos hidricos juega un papel importante, por lo que algunos




chapulines prefieren ovipositar en zonas con vegetacion y otros en suelos desnudos,
en este estudio se observa la presencia en zonas con vegetaciones ricas en pastos
donde uno de estos es Bouteloua gracilis la cual no presenta signos de competencia
por nutrientes, lo cual afectaria a los huevos durante su desarrollo (Coffin & Lauenroth,
1991) Una descripcion mas detallada sobre el tipo de vegetacion de los sitios se
presentara en la seccion 7.4. Los sitios presentan valores promedio de pH de 7.36
considerandose suelos neutros, indicando por su rango (7.2-7.8) lo cual es significado
de suelos orgéanicos saturados de Calcio, este tipo de pH permite la disponibilidad de
nutrientes tanto para las plantas como para los insectos .(Lucas & Davis, 1961;
Raynaud & Leadley, 2004). Coincidiendo con los datos de pH se encuentran los
valores de conductividad eléctrica (Con Elc=0.233) lo que sitla a estos suelos como
no salinos, segun estudios realizados por Rong en 2006 la especie Locusta migratoria
manilensis presentd preferencia por suelos principalmente arcillo-arenosos,
produciendo mayor numero de huevos por hembra, donde también era prevalente los
suelos catalogados con poca salinidad de acuerdo a su conductividad eléctrica (Con
Elec<0.200) (Rong, Dian-Mo, Bao-Yu, Zhe, & Dong-Li, 2006). De acuerdo a las
caracteristicas presentadas en los sitios de estudio, suelos arcillosos-arenosos con
neutral y poca salinidad promueven la reproduccién y posibles rompimientos
poblacionales surgiendo en altas densidades en periodos en los cuales las condiciones

lo permitan.

7.2.1.- Prueba de normalidad y correlacion de Pearson para variables de suelo

La interaccion de dos o mas variables pueden tener relacion con el comportamiento
de estos insectos a lo largo del estado de Durango, para determinar el tipo de prueba
para buscar esta correlacion se realizaran pruebas de normalidad de Shapiro-Wilks
debido a que nuestro tamafio de muestra es menor a 50 (Shapiro & Wilk, 1964). En la

tabla se muestra los resultados de esta prueba.




Tabla 4.- Prueba de Normalidad para variables numéricas de los siete sitios de

estudio
Shapiro-Wilk

Valor gl Sig.

Densidad .840 7 .100
Humedad .814 7 .056
% arena .863 7 .162
% arcilla .598 7 .000
pH .939 7 .631
Con Elec .947 7 .705
MO .819 7 .062

Con Elec=Conductividad eléctrica, gl=grados de libertad, sig= significancia

El programa estadistico nos arroja ambas pruebas de normalidad, pero como se
menciond anteriormente se tomara en cuenta la prueba de Shapiro-Wilks por el
tamafo de muestra empleado, como se puede observar los valores de significancia
(p<0.05) son mayores al nivel de significancia por lo que se considera segun los
criterios de la prueba que todas las variables de suelo de tipo numeéricas presentan un
comportamiento normal, por lo que la correlacion entre las variables se determinara
con una correlacion de Pearson con excepcion de la variable % arcilla, a la cual se le

aplicara una transformacién logaritmica para cumplir con este requisito de normalidad.

7.2.1.1.-El andlisis de correlacion de Pearson

Los resultados de la correlacion de Pearson se presentan en la tabla 5, la correlacion
entre la variable densidad de chapulines con respecto a conductividad eléctrica (R=-
0.830,p=0.021) des la Unica que estadisticamente (p<0.05) es significante, el signo
negativo indica una relacion inversa, lo que indicaria un aumento en la poblacién y se
relaciona con una pobre conductividad eléctrica, lo cual se definiria como una baja
salinidad y por lo tanto una mejor absorcion de nutrientes para los insectos y especies

vegetales de mejor calidad en los sitios de estudio.




Tabla 5.- Andlisis de correlacién de Pearson para variables de suelo

Tipo % % Con
Densidad | Suelo | Textura | Humedad | arena | arcilla | pH | Elec | MO
Densidad Pearson 1| -.099 -.432 -581| -.450| .304 -|-.830"| .335
Correlacio .35
n 5
Sig. (2- .833 .334 A71| .311| .507| .43| .021| .463
tailed) 5
Tipo Pearson -.099 1 -.211 -095| .387| -.341|.90| .037| .673
Suelo Correlacio 2"
n
Sig. (2- .833 .650 .839| .391| .454|.00| .937| .098
tailed) 5
Textura Pearson -432| -.211 1 134 -.076| .124 -| .289]| -.452
Correlacio .03
n 9
Sig. (2- .334| .650 775| .872| .791|.93| .529| .308
tailed) 5
Humedad Pearson -581| -.095 134 1| -178| .153 -| .485|-.686
Correlacio .09
n 9
Sig. (2- A71 .839 75 .702| .743|.83| .270| .089
tailed) 2
% arena  Pearson -450| .387 -.076 -.178 1| -.868"| .54| .601| .562
Correlacio 2
n
Sig. (2- 311 .391 .872 702 .011|.20| .154| .189
tailed) 8
% arcilla  Pearson 304 | -.341 124 153 | -.868" 1| -| -684|-591
Correlacio 31
n 2
Sig. (2- 507 | .454 791 .743| .011 49| .090| .162
tailed) 5
pH Pearson -.355| .902" -.039 -.099| .542| -312 .136| .559

Correlacio

n




Sig. (2- 435 .005 .935 .832| .208| .495 771 192
tailed)

Con Elec Pearson -.830"| .037 .289 485| .601| -.684| .13 1(-131
Correlacio 6
n
Sig. (2- .021| .937 529 .270| .154| .090| .77 .780
tailed) 1

MO Pearson .335| .673 -.452 -686| .562| -591|.55| -.131 1
Correlacio 9
n
Sig. (2- 463 | .098 .308 .089| .189| .162|.19| .780
tailed) 2

7.2.2.- Analisis de agrupamiento empleando las variables de suelo de los siete sitios

De acuerdo a las estadisticas descriptivas y los analisis de correlacion, los sitios de
estudio pueden favorecer no solo la presencia de estas especies si ho de posibles
aumentos en sus poblaciones, se desarrollé un analisis de agrupamiento empleando
distancias euclidianas para la formacion de su dendograma y observar algun patron
de agrupamiento que no haya sido explicado por una interaccion bi-variada si no por

un conjunto de las mismas.
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Figura 8.- Analisis de agrupamiento de los siete sitios de estudio
empleando variables de suelo




En la figura 8 se puede observar la formacién de tres grupos, uno caracteristico es el
subgrupo formado por las poblaciones de VU y de SJ, ya que fueron las poblaciones
gue presentaron valores mas bajos en pH, ademas de compartir el mismo tipo de
suelo, junto a la poblacién de Y son los que presentan valores mas altos de densidad
poblacional de chapulines, debido a que los elementos en cada grupo se ubican
espacialmente en sitios muy separados (Figura 5) el efecto de las variables de suelo

no son suficientes para explicar estos comportamientos.

7.2.3.- Analisis de componentes principales empleando variables de suelo

El agrupamiento demostré que el comportamiento no puede ser explicado por la
correlacion simple de dos variables involucradas en el estudio, por lo que con ayuda
de un analisis de componentes principales se desea obtener aquellos factores que
sean responsables de la mayor parte de la varianza y asi poder identificar que variables

participan y en qué medida dentro de estos factores.

Tabla 6.- Tabla de factores obtenidos por medio de analisis de componentes

principales usando variables de suelo

Eigenvalues Suma de cuadrados
Componente
Total % de Varianza % acumulado Total % de Varianza % acumulado
1 3.568 44.597 44.597 3.568 44.597 44.597
2 2.088 26.100 70.697 2.088 26.100 70.697
3 1.188 14.848 85.545 1.188 14.848 85.545
4 .894 11.177 96.723
5 216 2.706 99.428
6 .046 572 100.000
7 .000 .000 100.000
8 .000 .000 100.000

Se puede observar en la tabla 6, que existen tres factores que explican el 85% del total
de la varianza, pero basandose en los eigenvalues mostrado por los dos primeros
componentes se observa una gran diferencia entre los primeros dos y el tercero,
ademas de la varianza explicada por cada uno de ellos, donde el primero explica el
44.5% del total de la varianza y el componente 2 el 26.1%, el tercero solo explica el




14.8%, para poder determinar el nimero de factores con mayor influencia en el estudio

se observa el comportamiento de estos en la figura 9.
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Figura 9.- Grafico de comportamiento de componentes con respecto
a su eigenvalue

Se observa que en la figura 9, la linea conformada por los dos primeros componentes
se rompe al iniciar el tercero, por lo que se puede concluir que el conjunto de dos
componentes (factores) es suficiente para explicar el comportamiento de estas

variables y su efecto en los sitos de estudio.

De acuerdo a esto se observa en la tabla 7, la matriz de componentes de los factores,
donde se observan las variables que influyen en cada factor y el efecto que tienen

dentro de ellos.




Tabla 7.- Matriz de componentes de los factores generados mediante andlisis de
componentes principales

1 2
Tipo Suelo .768 -.184
Textura -271 484
Humedad -.348 .665
% arena .844 .369
% arcilla -.799 -.408
pH 767 -.049
Conductividad Eléctrica 322 .928
Materia Organica .861 -.458

Dentro del primer factor se observa que las variables de % de arena y de Materia
organica presentan valores altos de influencia dentro del mismo, y la variable de
conductividad eléctrica es la variable mas influyente en el segundo factor. Las variables
de Materia organica y conductividad eléctrica representan intrinsecamente la calidad
del suelo, ya que la variacion de estas influyen en su capacidad de absorcién de
nutrientes, retencion de humedad y crecimiento vegetal. La materia organica desarrolla
un papel de importancia capital en la fertilidad, conservacion y presencia de vida en
los suelos ya que estos tienen gran afinidad por metales pesados provocando que el
suelo actué como almacén de los mismos para luego de esta forma transferirlos a la
vegetacion, afectando finalmente la conductividad eléctrica (Reuter & Perdue, 1977).
Una mayor conductividad eléctrica representara un suelo con mayor salinidad lo que
disminuye la fertilidad y la abundancia vegetal del mismo. En los siete sitios se ven
influencias de estas variables, pero en cuestién de condiciones vegetales se discutira
en posteriores capitulos.

7.3.- Caracterizacion de los sitios de estudio a partir de variables climaticas

Con ayuda de las redes agroclimaticas el INIFAP se obtuvieron los datos para
identificar aquellas variables que pudieran estar teniendo efectos sobre las
poblaciones de chapulines en el estado de Durango, se tomaron datos de los afios de
colecta para identificar aquellos meses que se relacionaban mas con el

comportamiento de los insectos, ya que ausencia de precipitacibn como una




abundante temporada de la misma puede afectar la dinamica poblacional de las
especies, en la tabla 8 se observa el comportamiento de las lluvias dentro de los siete

sitios de estudio.
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Figura 10.- Comportamiento de precipitaciones a lo largo el afio de los siete sitios de
estudio

Como se puede observar en la figura 10. Se presentan aumentos significativos en la
precipitacion a partir de los meses de junio y julio, considerandose practicamente
nulos durante los meses de diciembre hasta abril. Las especies B. nubilumy M. lakinus
emergen normalmente a finales de primavera, durante las primeras precipitaciones en
los meses de mayo y junio (Borror, 1998; Capinera, Scott, & Walker, 2004), se reportan
periodos de hasta seis semanas para convertirse en adultos (Sibly & Monk, 1987; B.
P. Uvarov, 1927), por lo que los muestreos se emplearan entre los meses de agosto y
septiembre para evitar fluctuaciones muy fuertes en precipitacion y encontrar los
insectos adultos en una fase de maduracion sexual.

Para realizar la caracterizacion de los sitios de estudio se emplearon los meses en los
cuales se realiz6 el muestreo ya que la precipitacion presenta comportamientos mas

irregulares que la temperatura, esto afecta el calculo del indice de aridez (IA). En la




tabla 8, se muestra la estadistica descriptiva de los siete sitios de estudio empleando

las variables climaticas.

Tabla 8.- Estadistica descriptiva de los sitios de estudio en base a sus variables

climaticas

Prec. T. Med. IA A% DV Rad. G. HR

VU 87.26 19.74 0.23 2.64 188.95 549.03 66.89
P 100.77 19.29 0.29 3.28 217.15 526.80 70.14
CR 102.57 20.04 0.18 5.15 234.60 512.94 64.30
NB 110.20 19.09 0.18 3.52 187.13 543.37 68.09
SJ 79.90 19.37 0.19 5.03 166.36 535.22 63.89
CR 86.40 19.63 0.16 7.14 175.51 530.75 58.30
Y 73.17 20.82 0.18 4.86 201.58 501.79 53.26
media 91.47 19.71 0.20 451 195.90 528.56 63.55
Desv. Est 13.37 0.58 0.05 1.51 23.79 16.59 5.91

Prec=Precipitacion (mm agua), T.med= Temperatura media (°C), IA=indice de aridez, VV=Velocidad
viento (Km/h), DV=Direccién viento (orientacion), Rad. G= Radiacién (w/m?), HR=Humedad Relativa

Como se observa en la tabla 8, el indice de aridez es una variable obtenida a partir de
la diferencia de temperaturas maximas y minimas, y afectados por la precipitacion, por
lo que en los meses de diciembre a mayo donde las diferencias entre temperaturas
maximas y minimas es muy cercana y las precipitaciones son practicamente escasas
se tienen valores de indice de aridez muy altos, lo cual se ha relacionado con poca
presencia de chapulines en otros estudios, como los realizados por Nath (2010), donde
a valores de IA de 0.1 presentan la mayor cantidad de individuos presentes, en un
estudio donde se realizaron colectas de diversas especies de chapulines en la zona
de Darjeeling en Nepal (Nath et al., 2010), coincidiendo es ciertas caracteristicas
climéaticas con respecto a los sitios de estudio, presentandose en Nepal precipitaciones
promedio de 200mm de lluvia promedio al afio, temperaturas entre los 10 y 27°C
comparadas con las presentadas en la tabla 8 para los sitios de Durango. Por su parte
Kohler (1999) demostré que al usar la temperatura maxima y minima anual y la
precipitacion media anual no se encontré relacion de este indice de aridez con

respecto a las poblaciones de las especies Gomphocerus rufus, Euthystira brachyptera




y Gomphocerus rufus pero al usar indices de aridez de manera mensual de los meses
en los cuales emergen los huevos (mayo) para identificar el nimero de ninfas y de los
meses de julio-septiembre para identificar el nimero de adultos, lo cual da como
resultado correlaciones positivas y estadisticamente significativas, aunque el usar este
tipo de indices esta en funcion de la especie y su relacion con otros factores (Kdhler,
Perner, & Schumacher, 1999).

7.3.1 Andlisis de varianza para identificar diferencia entre grupos

Con el objetivo de caracterizar los sitios de estudio, es necesario realizar un analisis
de varianza ANOVA (tabla 9) para identificar si hay diferencia entre las diferentes
poblaciones con respecto a las variables climéticas.

Tabla 9.- Analisis de Varianza para los siete sitios y sus variables climaticas

Suma de Mediad e
cuadrados df cuadrados F Sig.
PREC Entre (Combinado) 6435.760| 6 1072.627 .409 | .868
grupos
Termino Contraste 1881.362| 1 1881.362 .717|.403
linear Desviacion 4554.398| 5 910.880| .347.880
Dentro de grupos 91784.373 | 35 2622.411
Total 98220.133 |41
TEMP Entre (Combinado) 12.203| 6 2.034| 1.223|.318
grupos
Termino Contraste 2291 1 2.291| 1.378|.248
linear Desviacion 9.912| 5 1.982| 1.192|.333
Dentro de grupos 35 1.663
Total a1
IA Entre (Combinado) .076| 6 .013 .330|.917
grupos
Termino Contraste 039| 1 .039| 1.009|.322
linear Desviacion 037| 5 007| .194|.963
Dentro de grupos 35 .038
Total a1
\AY Entre (Combinado) 82.364| 6 13.727|10.656 | .000
grupos
Termino Contraste 43.676| 1 43.676 | 33.904 | .000
linear Desviacion 38.688| 5 7.738| 6.006 |.000
Dentro de grupos 35 1.288
Total a1




DV Entre (Combinado) 20369.865| 6 3394.977 .506|.799
grupos
Termino Contraste 2766.728 | 1 2766.728 413 .525
linear Desviacion 17603.136| 5 3520.627| .525|.756
Dentro de grupos 35 6703.914
Total a1
RAD Entre (Combinado) 9905.742| 6 1650.957 .760 | .606
grupos
Termino Contraste 2665.886| 1 2665.886 | 1.227|.276
linear Desviacion 7239.856 | 5 1447.971| .666.651
Dentro de grupos 35 2172.743
Total
41
HR Entre (Combinado) 1255.357| 6 209.226 | 2.883|.022
grupos
Termino Contraste 904.058| 1 904.058 | 12.457 | .001
linear Desviacion 351.209| 5 70.260| .968|.451
Dentro de grupos 35 72.574
Total a1

Donde se observa que no existen diferencias significativas con respecto a las variables
de precipitacidn, temperatura, indice de aridez, direccidon del viento y Radiacion, pero
se encuentra diferencia significativa (p<0.05) en las variables de velocidad del viento
y de Humedad Relativa. La velocidad del viento ha sido méas estudiada para especies
con patrones de migracion y facultades para volar, donde usan la direccion y velocidad
del viento para realizar dichas migraciones, dependiendo del tipo de ortoptero, la
ocurrencia de estas velocidades, ya sean diurnas o nocturnas, por lo que ha falta de
esta informacién es imposible justificar el uso de esta variable para entender su efecto
sobre las poblaciones de chapulines en el estado de Durango. Se aplicé la prueba de
tukey para identificar los distintos grupos en las variables (anexo 2) pero solo se
muestra en la tabla 10, los representados para la variable de humedad relativa para
identificar que poblaciones se agrupan de acuerdo a esta prueba.




Tabla 10.-. Prueba de tukey para la variable de Humedad relativa de los siete sitios

de estudio
Alfa = 0.05
sitio N 1 2
Tukey Y 6 53.2600
HSD? C 6 58.3000 58.3000
SJ 6 63.8867 63.8867
CR 6 64.2950 64.2950
VU 6 66.8850 66.8850
NB 6 68.0917 68.0917
P 6 70.1350
Sig. .065 226

Donde se pueden observar tres grupos, donde las poblaciones de P y Y forman grupos
aislados y el resto de las poblaciones se agrupan dentro de un mismo conglomerado,
cabe mencionar que esta variable es un efecto tanto de la temperatura, la precipitacion,
la radiacion entre otras, por lo que la formacién de estos grupos con respecto a esta
variable no es necesariamente el factor que influya mas en estos sitios, por lo que es

necesario un agrupamiento con todas las variables y su correlacion.

7.3.2.- Analisis de agrupamiento de los sitios de estudio empleando variables
climéticas

Para poder observar el comportamiento que tienen todas las variables sobre el
agrupamiento de los sitios se realizé un analisis de agrupamiento usando el programa
Statistica 7 (figura 11), donde se puede observar que la Unica poblacién que se aisla
para formar un grupo es la de Y, datos que coinciden con el resultado de la prueba de

tukey para la variable de humedad relativa.
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Figura 11.- Analisis de agrupamiento de los siete sitios de
estudio empleando variables climaticas

Se puede observar la formacion de cuatro grupos, donde VU y NB forman el primero,
SJy C forman el segundo grupo, el tercer grupo formado por Py CR y la poblacién de
Y formando un grupo aislado. Al observar el andlisis de varianza y no encontrar
diferencias estadisticamente significativas que expliquen con mayor claridad este
agrupamiento, es importante realizar tanto un analisis de correlacion de Pearson para
identificar el grado de correlacion entre las variables, su significancia y su efecto sobre
este comportamiento, ademas de un andlisis de componentes principales para
identificar qué factores intervienen dentro de estos comportamientos y que variables
estan jugando un papel importante en los sitios de estudio en base a sus variables

climéticas.

7.3.3.- Analisis de correlacion de Pearson de variables climaticas

Se realizod el andlisis de normalidad de las variables climéaticas (Anexo 3), una vez
identificado el comportamiento de las variables se realizé la correlacién de Pearson ya
que se observo un comportamiento normal de acuerdo a la prueba de Shapiro-Wilks
(Anexo 3). Los valores de correlacion y significancia de las variables climéticas se
presentan en el anexo 4, en esta seccion se muestran los graficos de correlacién de

aquellas interacciones con indices de correlacion estadisticamente significativos




(p<0.05). En la figura se muestra la correlacién presentada entre la variable Prec y la
variable HR(r=0.74.p=0.05).

hr =33.575 + .32775 * prec
Comelation: r= 74195

p=0.050
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Figura 12.- Correlacion de Pearson de las variables precipitacion y
Humedad Relativa

También se observd una correlacion estadisticamente significativa entre las variables
de HR y temp, aunque esta presentando un comportamiento inverso como se muestra
en la figura 13. No se encontroé relacion entre las variables climaticas y la densidad de
los insectos, las correlaciones encontradas son el comportamiento normal que se

espera por la naturaleza de estas variables




HR

Temperatura vs Humedad Relativa
hr =22275-8.077 *temp
Comelation: r=-7943
p=0.022
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Figura 13.- Andlisis de correlacion de Pearson entre variables
tempy HR

7.3.4.- Analisis de componentes principales para las variables climaticas

Con ayuda del analisis de componentes principales se obtuvieron aquellos factores

formados por la interaccion y efecto de las variables climéticas, con lo que podemos

observar en la tabla 11 el efecto de dichos factores sobre la varianza total.

Tabla 11.- Analisis de componentes principales empleando variables climaticas

Componente

N o o0~ WN P

Eigenvalues iniciales Suma de la extraccién de cuadrados

Total | % de varianza | % Acumulado % | Total | % de varianza | % Acumulado %
3.589 51.265 51.265 3.589 51.265 51.265
1.866 26.660 77.925 1.866 26.660 77.925
1.012 14.459 92.384 1.012 14.459 92.384
.392 5.596 97.980

.093 1.326 99.306

.049 .694 100.000

.000 .000 100.000




Como se puede observar en latabla 11, dos de los factores obtenidos aportan el 77.9%
de la varianza total del estudio, por lo que mediante el mismo programa obtuvimos la
matriz de componentes (tabla 12) donde se agrupan las variables involucradas en cada
factor y el efecto o influencia que tienen dentro de ellos.

Tabla 12.- Matriz de componentes de las variables climaticas

Componente

1 2 3
HR .981 .074 .076
Temperatura -.817 451 -.243
Radiacion .718 -.631 -111
Precipitacion .715 .246 .630
Velocidad Viento - 712 -.313 482
indice de aridez 649 434 -.491
Direccion Viento .072 .955 .255

Se puede observar que dentro del primer componente la HR (0.981) es la variable que
explica en mayor proporcion la varianza del primer componente, y la variable de
Direccion del Viento (0.955), se emple6 una normalizacion de las variables empleando
tres componentes los cuales explican el 92.4% de la varianza total. Empleando la
Varianza maxima como factor de rotacion, usando seis iteraciones y proponiendo un
valor minimo de 0.6 en aportacién de las variables, esta rotaciébn de componentes se

muestra en la tabla 13.




Tabla 13.- Matriz de componentes rotados de las variables climaticas

Componente
1 2 3
Precipitacion .965
Humedad Relativa 747
temperatura -714 .624
indice aridez .910
Velocidad Viento -.895
Direccion Viento .909
Radiacién -.840

Como se muestra en la tabla 13, la normalizacion de los componentes muestran que
la variable de precipitacion ahora tiene mayor efecto sobre el primer componente
(0.965), y la variable del indice de aridez se presenta como el de mayor influencia en
el segundo (0.910), la temperatura y la direccion del viento conforman la mayor
influencia del tercer componente. La temperatura puede tener efectos sobre aquellas
especies que presentan polimorfismos en el color, como el que presentan las hembras
de B. nubilum ya que estudios realizados en la especie Afractomorpha lata la cual
presenta ciertos comportamientos con respecto a su coloraciébn entre machos y
hembras influenciados principalmente por condiciones ambientales, la Unica variable
que tuvo efectos sobre la coloracion fue la temperatura donde el color café mas
obscuro se presenté en temperaturas mayores (Tanaka, 2008). Otro estudio es el
llevado a cabo sobre Schistocerca americana el cual report6 diferencia en color en
sus ninfas de acuerdo a diferentes rangos de temperatura. Estos efectos del clima
pueden influenciar un efecto sobre la seleccion natural de estos, ya que en muchos es
un patron de defensa contra depredadores o para adaptarse a ciertas condiciones
ambientales (Chapman & Joern, 1990; Harris, McQuillan, & Hughes, 2012; Tanaka,
2008). Se ha reportado que en condiciones normales de precipitacion, la temperatura
afecta el tiempo en el cual los huevos emergen afectando posteriormente a su

desarrollo ya que no encontraran condiciones favorables de vegetacién (Tu et al.,




2014). El efecto tanto de la variable precipitacion como el indice de aridez estan
mayormente relacionados con las condiciones vegetales, la cual afectara
indirectamente el comportamiento y la estructura poblacional los chapulines de las
especies B. nubilumy M. lakinus.

7.4.- Caracterizacion de los sitios de estudio empleando variables de vegetaciéon de
los sitios

En la tabla 14 se muestra una caracterizacion de los sitios en base a la cobertura basal
asi como la presencia de las cuatro especies vegetales con mayor presencia en los
sitios. Observandose una relacion entre el nimero identificado de especies vegetales
(8 y 12) de acuerdo con las lineas canfield en los siete sitios, los sitios comparten
ciertas caracteristicas de vegetacion entre las mas importantes se encuentra la
presencia de B. gracilis presente en todos los sitios como uno de los componentes

mayoritarios constituyendo el 19% en promedio de la densidad total de cada sitio.

Tabla 14.- Caracterizacion de sitios de estudio mostrando numero de especies y sus
coberturas y especies mas abundantes

o Suelo
Cobertura (%) Veg desnudo A. B. C.
Sitio n Pastos hierbas (%) adscensionis  curtipendula B.gracilis virgata
VU 9 55 11  PMA 34 0 0 0.3 0.04
PMA
P 11 53 14 33 0.15 0 0.18 0.14
PHA
CR 9 53 11 36 0 0.01 0.17 0.28
PMA
NB 12 50 11 39 0.24 0.03 0.09 0
MME
SJ 9 54 6 40 0.21 0 0.16 0
MME
C 8 28 26 46 0 0.04 0.23 0
PMA
Y 10 56 5 39 0.04 0.02 0.2 0.28
media 10 49 13 38 0.09 0.04 0.19 0.10

PMA=Pastizal mediano arbosurfrutescente, PHA= Pastizal[Jnediano haléfilo, MME=Matorral mediano

La presencia de la especie B. gracilis es indicador de un pastizal de buena calidad y al

estar acompafiado aunque en menor proporcion por la especie B. curtipendula en las




poblaciones de CR, NB, Cy Y indica que no existe disturbio en estos sitios. Una de las
especies vegetales encontradas en estas poblaciones es Cholirs virgata una graminea
de baja calidad forrajera presentandose en densidades altas en los sitios de P, Y y CR.
La presencia de esta especie vegetal puede estar relacionada con el sobre pastoreo
ademas del cambio de uso de suelo de estos sitios lo cual podria indicar sefiales de
disturbio. Cabe mencionar que la presencia de las especies B. nubilum y M. lakinus
se encuentran en areas del pastizal arbosufrutescente, el cual se encuentra
ampliamente extendido en la region central y sur del Estado, zona que soporta la mayor
cantidad de la agricultura de temporal de la entidad, estos tipos de vegetaciones
cubren la mayor parte de los valles de Cacaria, Guadiana, Llano Grande y de Poanas.
Este tipo de vegetaciones son ideales para la presencia y propagacion de estas
especies de chapulines, segun estudios realizados por Pfadt (1994) B. nunilum puede
habitar varios tipos de pastizal, incluyendo praderas mixtas, pastizales cortos y
praderas desérticas, mientras que M. lakinus también presenta por zonas de pastizales

con caracteristicas mas arbustivas (R. E. Pfadt, 1994).

La frecuencia de las especies vegetales puede ejercer cierto nivel de influencia sobre
el comportamiento de los chapulines, ya que si especies como B. gracilis se
encuentran en frecuencias altas como en los sitios analizados, estas estaran a mayor
disposicion de los insectos, creando competencia directa con el ganado y ocasionando
pérdidas econdmicas, pero si por alguna razon estas especies bajan su frecuencia los

insectos deberan comportarse y adaptarse a nuevos alimentos.

7.4.1 Andlisis de agrupamiento empelando las frecuencias vegetales de los sitios
En base a las frecuencias vegetales se construyd un dendograma con ayuda del
programa PAST para poder identificar algan agrupamiento de los sitios con respecto

a esta variable
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Figura 14.- Andlisis de agrupamiento para los sitios empleando
frecuencias vegetales

Como se puede observar en la figura 14 las poblaciones que presentan mayores
frecuencias de C. virgata indicadora de un &rea disturbada se agrupan en un mismo
clado (P, CR, Y). Empelando del mismo modo las frecuencias vegetales se realiz6 un
analisis de agrupamiento empleando la técnica de componentes principales, en la

figura 15 se observa el agrupamiento similar al presentado en la figura 14,
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Figura 15.- Analisis de componentes principales empleando
frecuencias vegetales




Se observa en la figura 15 que los dos factores principales formados solo explican el
49.23% de la varianza total del andlisis usando la variable de frecuencias vegetales

por lo gue no se recomienda usarlos en un estudio de correlacion.

7.4.2.- Analisis de diversidad de los sitios

Para poder relacionar el comportamiento genético de estas especies se necesitaran
los valores de diversidad de los sitios como el indice de Shannon, el indice de Simpson
y el de dominancia como se empled en los trabajos de Essl (2012) (Essl & Dirnbdck,
2012). En la tabla se presenta un resumen del analisis de diversidad de los sitios
basado en las tablas de frecuencias vegetales.

Tabla 15.- Andlisis de la diversidad vegetal de los sitios de estudio

Sitio Dominancia_D Simpson_1-D Shannon_H
VU 0,3023 0,6977 1,51

P 0,1902 0,8098 1,923
CR 0,2466 0,7534 1,624
NB 0,2537 0,7463 1,767
SJ 0,2609 0,7391 1,564

C 0,2868 0,7132 1,525

Y 0,2688 0,7312 1,56

Se puede observar que los valores de Shannon indica que las poblaciones se
presentan de una manera equitativa, y por lo que los valores de dominancia son
relativamente bajos, tanto para D como para el indice de Simpson, entonces la
presencia de alguna especie en particular no es suficiente para explicar el
comportamiento de las especies de chapulines, en la figura se observa el
agrupamiento de los sitios utilizando el analisis de componentes principales usando
los indices de diversidad y las frecuencias de cobertura y suelo desnudo como

variables.
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Figura 16.- Andlisis de componentes principales usando
indices de diversidad

Como se puede observar en la figura 16, los factores obtenidos ahora responden al
71.1% de la varianza total del andlisis, siendo las variables de indice de Shannon
(0.849) y Simpson (0.854) las variables que mas aportan en el factor 1, y la variable

de cobertura de pastos (0.817) la que mas influye en el factor 2.

En base a los analisis de agrupamiento de las variables de frecuencia vegetal y de
indices de diversidad se pueden observar tres grupos. Coincidiendo solamente en la
separacion de la poblacidén de C, esta se localiza en la zona semi desértica del Estado,
y fue la que presento menor cantidad de especies vegetales y una densidad menor de
pastos (26%).

7.5.- Captura e identificacion de chapulines de la especie M. lakinus y B. nubilum

Se recolectaron 96 individuos de las especies Boopedon nubilum y 88 de la especie
Melanoplus lakinus de los diferentes sitios de estudio, las especies fueron descritas
por sus principales caracteristicas morfolégicas que las hacia facil identificar en el
campo, toda la informacion complementaria para su plena identificacion se baso en las
guias ya mencionadas de Capinera (1982;2004) y Pfadt (1994)(Capinera et al., 2004;
Capinera & Sechrist, 1982; R. E. Pfadt, 1994).




7.5.1.- Boopedon nubilum

Se identificaron machos de color negro y las hembras se observaron en color café e
incluso negro como se puede observar en la figura 17, las hembras presentaron
longitudes mayores que los machos, estas especies se localizaron principalmente en
pastizales mostrando una preferencia por especies graminicolas, coincidiendo con las

descripciones hechas por (E. R. Garcia, 2006b; Rivera-Garcia, 2011).

Figura 17.- Derecha: hembras B. nubilum, izquierda: machos B. nubilum

7.5.2.- Melanoplus lakinus

Esta especie presentd longitudes de 17.5-19mm en machos y de 19-23mm en
hembras, siendo cafés con ciertas marcas claras, alas cortas y una linea caracteristica
en su tibia anterior de color azul y rasgos amarillos (figura 18), se encontrd en sitios
donde se encuentran mezclas de vegetacion herbicola y arbustiva, coincidiendo con
su descripcién hecha por Garcia (2006) (E. R. Garcia, 2006b).




Figura 18.- Hembra de la especie M. lakinus

7.6.- Comparacion de los métodos de extraccion de ADN de las especies B. nubilumy
M. lakinus

Ambos métodos de extraccién fueron reproducibles en el total de las muestras
analizadas, el tiempo de extraccién vario de 3 horas promedio para el método de CTAB
y de 4 horas para el método de SDS. Para determinar si existe diferencia entre los
distintos métodos evaluados se empled una prueba t para muestras independientes.
En la tabla se puede observar la prueba de Levene para igualdad de varianzas, asi
como la significancia de la prueba y sus estadisticas descriptivas.

Tabla 16.- Prueba de igualdad de varianzas y comparacion de muestras
independientes de los métodos de extraccion

Método de Levene t-test igualdad de medias Descriptivas
F Sig. t df Sig. Método N media des. Est
.39 .53 5.3 78 .00 sds 40 1.82 .30
Pureza (260/280)
ctab 40 1.41 .36
1.00 .32 -2.6 78 .01 sds 40 247.38 230.61

Cantidad (ng/uL)
ctab 40 402.61 302.26

Como se puede observar en la tabla 16, de acuerdo a la prueba de Levene las dos

variables presentan homocedasticidad (sig>0.05). El analisis de medias para muestras




independientes mostré que existe diferencia estadisticamente significativa (p<0.05)
entre los distintos métodos para ambas variables, como se puede observar la pureza
del ADN del método de SDS (1.82) present6 valores mayores a los del método por
CTAB (1.41) esto debido al uso de proteinasa K en el método de SDS favoreciendo la
inactivacion de las nucleasas lo que evitd la degradacion de los acidos nucleicos
ademas de ayudar a la desnaturalizacion de proteinas presentes y por lo tanto la
obtencion de ADN de mejor calidad (Crowe et al., 1991). La pureza obtenida con las
muestras de B. nubilum y M. lakinus presentaron en promedio (1.82) valores mayores
por medio de este protocolo a los reportados por Aljabani (1997) (1.7) lo cual se pudo

deber al aumento en el tiempo de incubacién que durd de 2 a 3 horas a 65°C.

En cuanto a la cantidad de ADN se pudo extraer mayor cantidad por medio del método
CTAB (402.6ng/uL) en comparaciéon del método de SDS (247.3 ng/pL), ya que al usar
cloroformo en el método de CTAB se forma una divisién de fases, permitiendo separar
exactamente la solucion acuosa de la solucién organica, recuperando en promedio 500
uL usando pipetas Pasteur, mientras que en el protocolo de SDS no se forma tal

division de fases.

7.6.1.- Integridad y pureza de ADN por electroforesis

La integridad del ADN se visualizé en geles de agarosa al 1% en la figura se observa
una mayor degradacién de las muestras de ADN obtenidas por el método de CTAB,
en las cuales se puede ver un barrido o Background que pueden indicar la presencia
de endo nucleasas, algunas proteinas e incluso carbohidratos, en las muestras
obtenidas por el método de SDS se observa en la parte superior ADN de gran
intensidad sin barrido y presencia de residuos al final de los carriles, lo cual podrian

ser restos de ARN




Figura 19.- Visualizacion de integridad de ADN de muestras
de B. nubilum mediante dos protocolos de extraccién de ADN

7.7.- ldentificacion de las especies por medio del gen COI

A partir de una muestra de chapulines caracterizados morfolégicamente como
Boopedon nubilum, se construyo una biblioteca de germoplasma para el analisis de
la estructura poblacional y la filogenia molecular de esta especie.

Se generaron cebadores de PCR universales para el orden ortéptero como se
describi6 en la metodologia. A partir de secuencias relacionadas de ortépteros como
Boopedon faviventris, Melanoplus marshalli, M. pinicola, y Gomphocerippus rufus. La
region blanco cubre aproximadamente 1200 pb y la mayor parte de la region
codificante de este gene, incluyendo el dominio catalitico hemo (resultados no
mostrados).

La localizacion de los cebadores esta marcada en nucleétido 90-116 pb para el forward
y 1182-1207 pb para el reverse de la secuencia relacionada de Boopedon flaviventris
(No. accesion AF229011). La secuencia final de los cebadores quedo como sigue:
Forto-CO1:5 TTACCACCATCACTAACCCTTTTACTT3®

Rorto-COL1:5’ ATTATTCTTTCTCATAAAATTAAAATS'.

Los diferentes productos de PCR obtenidos fueron separados utilizando la técnica de
SSCP para diferenciar a través de su polimorfismo los diferentes alelos del gene CO1
presentes en la poblacién. A partir de las bandas (productos de PCR) purificados de
los geles de agarosay acrilamida, se procedio a realizar la secuenciacion directa como

se describi6 en la metodologia. Las bandas obtenidas estuvieron de acuerdo al tamafo




esperado, y el reporte BLASTA indicé que se trata del gen CO1 (datos no mostrados).
La longitud de la secuencia obtenida es consistente con los resultados del gene CO1
de Gastrimargus marmoratus (1542pb) y Oedaleus asiaticus (1539pb) (Ma et al.,
2009).

A partir de los productos de PCR y sus secuencias de COI se obtuvo el dendograma
(figura 20) donde se relacionaron las secuencias obtenidas con otras especies
estrechamente relacionadas. Esta figura permite observar que existen al menos 4
haplotipos diferentes del gene CO1 para la especie Boopedon nubilum, obtenidos de
las muestras 2, 4, 10 y 11. Aunque el numero minimo de alelos presentes del gene
CO1 en Boopedon nubilum adn permanece por ser investigado. También es posible
identificar un clado especifico para estos alelos, sugiriendo la diversificacion evolutiva
de esta especie con respecto a B. faviventris y especies de Melanoplus spp. La
presencia de diversos haplotipos para el gene COl en especies relacionadas a
especie Boopedon nubilum ha sido confirmado previamente por Lui (2010). De igual
forma, Trewick (2008) identificd varios haplotipos Unicos y regidn-especificos para el

gene COL1 en Sigaus australis.
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Figura 20.- Arbol filogenético utilizando el algoritmo de minima evolucion
mostrando la localizacion de los haplotipos del gene CO1 para Boopedon
nubilum (xCITOSs) en relacion a las especies cercanas Boopedon
faviventris, Melanoplus marshalli, M. pinicola, y otros




7.8.- Estudios de estructura genética y variabilidad de las especies Boopedon nubilum
y Melanoplus lakinus de poblaciones del Estado de Durango, usando AFLPs

Se lograron analizar 88 de los 96 individuos de la especie B. nubilum, repartidos en
seis poblaciones, obteniendo 138 bandas (71-596 pb), de las cuales un 47 al 48%
resultaron ser polimorficas. Por su parte el 100% de los individuos de la especie M.
lakinus (88) fueron analizados, obteniendo un total de 284 bandas (78-585 pb), de las
cuales el 42.68% fueron polimorficas. El porcentaje de Loci polimorficos en el presente
trabajo fue mayor que los obtenidos por Sword (2005) empleando las misma
combinaciones de cebadores con +4 en el nimero de bases extras, Sword report6
37% de Loci polimérficos como porcentaje mas alto usando la combinacién (EcoRi
+CTCC, Trul+CAAT), mientras que la combinacion (EcoRI+CTCC, Trul+CCTG) en el
presente trabajo presento los porcentajes antes mencionados para cada especie.

7.8.1.- Andlisis de la estructura genética y variabilidad de las poblaciones de la especie
Boopedon nubilum empleando AFLPs

De acuerdo a la prueba de Mantel no existe relacion entre la distancia geografica con
respecto a la distancia genética (R=0.04, p=0.425) por lo que el aislamiento por
distancia no tiene un efecto sobre las poblaciones de B. nubilum para el area
estudiada. En base a las frecuencias alélicas se determind su estructura poblacional,
mediante un analisis de agrupamiento utilizando el programa STRUCTURE 2.3.4, se
consideraron K=3,4,5. El nimero de clusters se determino en base a los resultados de
los andlisis de agrupamiento presentado en las figuras 8,11 y 14 en las que se usaron
las variables estudiadas, ya que el numero de grupos varia de 3 a 5. De acuerdo al
programa STRUCTURE considerando 4000 repeticiones, mostré que el valor de K=3
es el que presenta mayor valor de probabilidad de agrupamiento (Ln likelihood=4867).
De acuerdo a los estadisticos de F de Wrigth de Fst=0.3360 se puede observar una
gran diferencia aparente entre las frecuencias alélicas entre las poblaciones, este valor
de diversidad entre poblaciones representa un valor alto para ciertos Orthopteros,
como es el caso del estudio de (Klappert, Butlin, & Reinhold, 2007) donde la
Chorthippus biguttulus presento un valor de Fst=0.052, indicando que las poblaciones

de esta especie en Alemania se comportan de una manera uniforme, teniendo

distancia_entre ellos de 50km, cabe mencionar que existen casi 200km_de _distancia



entre las poblaciones mas alejadas de este estudio lo que evitaria el flujo genético a
un grado mayor, teniendo esto como consecuencia una separacion de las poblaciones
del presente estudio. Estudios donde se presentaban distancias mayores entre las
poblaciones presentan valores similares a los obtenidos en el presente estudio
(Fst=0.3360) como los presentados por (Tao Li et al., 2010) donde obtuvieron valores
de Fst=0.412 entre las poblaciones mas cercanas (100km distancia) y hasta Fst=0.765
en las mas alejadas (alrededor de 500km). De acuerdo al andlisis se obtuvo que existe
una heterocigosidad esperada entre los clusters de H=0.097 en promedio. En la figura
se muestra el agrupamiento de los subgrupos formados por el programa STRUCTURE
EMPLEANDO k=3 Y k=4 para observar que no se identifican mayores diferencias, de
esta manera se puede estimar el grado de estructura genética que presentan las

poblaciones de B. nubilum en el Estado de Durango
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Figura 21.- Estructura genética estimada de B. nubilum para K=3(A) y K=4(B)
obtenida con el programa STRUCTURE. Cada individuo es presentado por una barra
y cada cluster por un color, poblaciones por nimeros (1:Y,2:C,3:P,4:VU,5:CR,6:SJ)




Como se puede observar en la figura 21, las poblaciones de B. nubilum si presentan
estructura genética debido a que las poblaciones presentan un intercambio genético
importante, es importante observar que la poblacién 4:VU, es la que presenta menos
variabilidad dentro de la misma, en las demas poblaciones los individuos comparten
ciertos atributos (frecuencias alélicas) entre clusters. El color verde (figura 21 (A))
corresponde al cluster 1 donde podemos observar se concentra mayormente en la
poblacién 4 (VU). Debido a que la prueba de Mantel no mostré relacién entre la
distancia y la diversidad genética se pude considerar otro tipo de variables que afecten
la poca diversidad presente en la poblacién 4:VU. De acuerdo a los valores de Fst se
calculd el flujo genético de cada grupo, el cluster 1 (verde) present6 un valor de
Fst=0.4136, de manera indirecta se estima que el flujo genético entre los demas grupos
es de Nm=0.35, comparado con el cluster 3 (azul figura 21 A) present6 un valor de
Fst=0.2319, y su Nm calulado es de Nm=0.82. Esto nos indica que las frecuencias
alélicas del grupo 3 donde se concentra la mayor cantidad de los individuos de la
poblacién VU (4) estan sufriendo por algun tipo de barrera natural o antropoldgica, se
observo en general que las poblaciones de B. nubilum presentan gran flujo genético,
con la ya mencionada situacion localizada en la zona donde se encuentra la poblacion
de VU.

7.8.2.- Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) para determinar diferencias entre
poblaciones de Boopedon nubilum

Para determinar si el valor de Fst (0.3360) presentado para la especie B. nubilum es
estadisticamente significativo se realiz6 un AMOVA. En la tabla se observan los datos
obtenidos de dicho andlisis




Tabla 17.- Analisis molecular de varianza (AMOVA) de poblaciones de B. nubilum
basados en datos de AFLPs

Fuente Suma de Varianza de Porcentaje de
Variacion cuadrados o] componentes p (sig) variacién
Entre
) 74.9 5 14.9 0.00 6.0
Poblaciones
Dentro
) 637.8 82 7.7 0.00 93.1
Paoblaciones
Total 712.7 87 8.1 100

Como se puede observar en la tabla 17, existen diferencias significativas (p<0.05)
entre las poblaciones, aunque la estructura genética de B. nubilum solo esta repartida
en un 6% entre grupos, por lo que la méxima variabilidad se encuentra dentro de las
mismas poblaciones con un 93.1%, esto nos permite identificar que no existe ningun
tipo de restriccion en el apareamiento dentro de las poblaciones y el intercambio
genético puede favorecer la variabilidad de la especie y tener problemas de
segregacion o perdida de la identidad genética de B. nubilum a lo largo del estado de
Durango.

7.8.3- Andlisis descriptivo de las poblaciones de B. nubilum mediante variables
genéticas

Para identificar que efecto tiene las frecuencias alélicas en el agrupamiento de las
poblaciones se determinaran su niveles de diversidad (He, Hs, Na, Ne) asi como sus
distancias genéticas para identificar que poblaciones son diferentes o presentan
patrones diferentes.

En la tabla 18 se presentan los valores obtenidos a partir de las frecuencias alélicas




Tabla 18.- Pardmetros de la genética poblacional de seis poblaciones de B. nubilum
analizados con AFLPs

Sitio He Nei Na Ne
CR 0.102 0.112 1.498 1.158
SJ 0.09% 0.09% 1.472 1.132

0.082° 0.082 1.422 1.112

P 0.08% 0.08% 1.392 1112
C 0.08% 0.082 1.372 1.102
VU 0.08° 0.08° 1.36° 1.102

He.- Diversidad genética, Nei=indice de nei, PIC, indice de loci polimorficos, Na=Num de alelos,
Ne=Numero efectivo de alelos. Valores con letras distintas muestran diferencias estadisticas (p<0.05)

(Wilcoxon, p=0.033)

El andlisis no paramétrico de Wilcoxon (p=0.033) indicé que existen diferencias entre
las poblaciones, de acuerdo a esto las poblaciones presentan el mismo
comportamiento de diversidad al emplear las variables de Heterocigosidad esperada,
indice de Nei y el contenido de Loci polimérficos. La poblacion de CR es la que
presenta el mayor nivel de variabilidad (He=0.10 y Nei=0.11), esta poblacion se
localiza en el centro del &rea de estudio, favoreciendo esto su conexion entre todas los
sitios, la localidad de VU presento los valores mas bajos (He=0.08 y Nei=0.08),
coincidiendo con los resultados obtenidos de la estructura genética, donde la poblacion
de VU en la figura 21 mostraba un intercambio genético muy bajo con respecto a los
demas grupos (clusters).

Con ayuda el programa de alelos en el espacio se determiné en base a las frecuencias
alélicas un grafico de superficie donde se muestran en el eje z, la distancia genética

en base de sus coordenadas geograficas Figura 22.
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Figura 22.- Grafico de superficie de las distancias genéticas a partir de la
interpolacién de las distancias genéticas (altura, eje:Z) empleando triangulaciones
de Delaunay basandose en las frecuencias alélicas de Boopedon nubilum

Como se puede observar existen puntos en los cuales sobre pasa la superficie media
de los anadlisis, ya que la prueba de Mantel no demostré diferencia de aislamiento por
distancia (p>0.05) se observa una superficie sin una tendencia muy marcada, pero los
puntos en los cuales el valor de Z es mas alto son aquellos donde la distancia genética
es mayor, por lo que es estos sitios debe existir alguna variable que este influenciando
genéticamente en las poblaciones de B. nubilum, Las coordenadas donde se
presentaron los mayores niveles de diferencia genética fueron X 2699007,Y: 590925.5
(UTM13N) y las coordenadas para donde se encuentra la menor distancia genética se
encontraron en X:2696366,Y:560738 (UTM13N). En la figura 23 se observa la
ubicacién de estos puntos junto con el grafico de superficie de las distancias para
identificar las posibles causas del aumento o la disminucion de las distancias

geneticas.
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Figura 23.- Ubicacion de los puntos de maxima y minima distancia
genética de la especie B nubilum

Como se puede observar en la figura 23, el punto de minima distancia genética
coincide con la localidad de CR la cual habia presentado los valores maximos de
Diversidad genética (tabla 18), se puede observar que la zona de maxima distancia
genética se localiza en una zona donde las elevaciones empiezan a ser mayores,
ademas de ser una zona cercana a la zona semi desértica del Estado, también se
puede ver una tendencia en el grafico de superficie de distancias genéticas de
aumentar conforme se avanza hacia el norte.

Para identificar alguna barrera que este interactuando con estas poblaciones se
empled el algoritmo de Monmonier de maxima diferencia para identificar alguna
barrera e identificarla graficamente en un mapa de distribucién de las especies. En
base a las triangulaciones de Delauny se cre6 una red de conectividad de las
poblaciones basandose en los datos de AFLPs y sus coordenadas geograficas en
unidades UTM, y en base a las diferencias genéticas y sus distancias geograficas en

la figura se observa las barreras que afectan estas poblaciones, cabe mencionar que




el programa no puede identificar la naturaleza de la barrera, ya que puede ser natural
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Figura 24.- Red de conectividad de las poblaciones y barrera
obtenida mediante el algoritmo de Monmonier para las
poblaciones de la especie B. nubilum

Como se puede observar en el mapa perteneciente a la figura 24, el algoritmo de
Monmonier identifica una sola barrera, esta separa en dos grupos, las poblaciones de
Y y de C se localizan en uno de los grupos separados por la barrera aunque comparten
el segmento con la poblacion de SJ, las poblacion de C se encuentra dentro de la zona
semi desértica, mientras que la de Y se encuentra en una zona denominada de
transicion entre la zona de los valles y la zona semi desértica por lo que se observa
esta siendo afectada por esta barrera, en el mapa se muestran aquellos rios y cuerpos
de agua presentes en la zona, dentro de la barrera propuesta no esta afectada por
ninguna de estas variables ya que solo se presentan rios intermitentes, aunque si se
puede observar que a los extremos de la barrera se encuentran zonas montafiosas
con valores alrededor de los 2500msnm en color azul, a lo largo de esa linea imaginaria
(ROSA) se encuentran areas de cultivo y de agostadero por lo que el efecto
antropolégico puede estar creando una division entre las poblaciones del norte, centro

y sur del Estado, el uso de pesticidas, el cambio de uso de suelo y la construccién de




vias de comunicacién estarian contribuyendo a este efecto, como se observo en la
figura 21, la poblacién de VU ubicada en la parte sur del Estado presentaba la menor
cantidad de flujo genético de entre todas las localidades, esta localidad se encuentra
en los limites del area de cultivos de la zona de los valles y se observa tener efectos
de la zona montafiosa donde se presentaron los valores maximos de distancia

genética, por lo que es dificil para las especies lograr comunicacion con esta localidad.

7.8.3.1- Analisis de agrupamiento de las poblaciones de B. nubilum utilizando
frecuencias alélicas

De acuerdo a las frecuencias alélicas presentes en las poblaciones de B. nubilum se
obtuvo un dendograma para identificar los grupos formados y asi observar si son
consistentes a los comportamientos observados por los analisis previos, en la figura

Se muestran estos grupos.
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Figura 25.- Andlisis de agrupamiento usando frecuencias alélicas
de la especie B. nubilum, mediante distancias euclidianas

De acuerdo a sus frecuencias alélicas se puede observar que la formacion de 3 grupos,
lo cual coincide con el analisis de la estructura genética de K=3, la poblacién de CR se
localiza como un grupo independiente, ya que es la poblacién con un nivel de
variabilidad mas alto, las poblaciones de VU y P se agrupan dentro de un mismo clado,
estas localidades se encuentran al sur del Estado y las localidades situadas al norte




coinciden en su agrupamiento SJ, Y y C. Las localidades de Y y C se encuentran
separadas por la barrera determinada por el algoritmo de Monmonier, a pesar de que
la prueba de Mantel no mostré relacion entre la distancia geografica con respecto a la
distancia genética, este dendograma muestra que las localidades que comparten
geograficamente algunos factores se agrupan entre ellas, por lo que el efecto
combinado de ciertas variables podran ayudar a comprender un poco mas este
fendmeno. Por medio de las variables de indice de diversidad, indice de Nei, Contenido
de Loci polimérficos, nUmero esperado y efectivo de alelos se aplicé un analisis de
componentes principales para ver qué efecto tienen sobre el agrupamiento y sobre el
comportamiento de las poblaciones de B. nubilum. Donde se observo que dos factores
responden el 97% de la varianza total, se observé que las cinco variables pertenecen
al primer factor y su grado de influencia es por encima de 0.90, por lo que el efecto de

estas varaibles es igual de importante para el estudio.

7.8.4.- Estudio de la estructura genética y variabilidad de la especie M. lakinus en el
Estado de Durango usando AFLPs

Se lograron analizar 88 individuos de la especie M. lakinus repartidos en cinco
localidades, la prueba de Mantel no mostré significancia (p=0.44) por lo que el
aislamiento por distancia no parece afectar a las poblaciones de M. lakinus. Existe una
distancia promedio de 80km entre las poblaciones. De acuerdo al método bayesiano
para determinar la estructura genética de la especie M. lakinus el nimero sugerido de
grupos es K=3. En la figura se observa el comportamiento de las poblaciones de
acuerdo al programa STURUCTURE.
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Figura 26.- Estructura genética estimada de Melanoplus lakinus para K=3, obtenida
con el programa STRUCTURE. Cada individuo es presentado por una barra y cada
cluster por un color




En la figura 26 no se observa algun patron que pueda limitar la estructura genética de
las especies

7.8.2.1.-Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) para determinar la estructura
genética explicada de las especies de M. kainus en el Estado de Durango, usando
AFLPs

Al parecer las poblaciones de la especie M. lakinus se comportan similar entre todas
ellas, sin observarse algun patron que identifique a alguna de las poblaciones, de
acuerdo a los estadisticos de Wright (Fst) obtenidos para cada cluster se obtuvo un
valor promedio de Fst=0.4604, lo cual indica una gran diversidad entre las poblaciones,
es necesario un analisis molecular de Varianza para determinar si esta diferencia se

presenta entre o dentro de las mismas.

Tabla 19.- Analisis molecular de varianza (AMOVA) de poblaciones de M. lakinus
basados en datos de AFLPs

Fuente Suma de Varianza de ) Porcentaje
o al p (sig) o
Variacion cuadrados componentes de variacion
Entre
) 36.42 4 9.1 0.4 0
Poblaciones
Dentro
) 756.07 83 9.11 0.4 100
Poblaciones
Total 792.49 87 9.11 100

Como se puede observar en la tabla 19, de acuerdo al AMOVA no se observan
diferencias significativas entre poblaciones (p=0.4) y la variacion dentro de las
especies no presenta diferencia entre las diferentes poblaciones pero explica el 100%
de la variabilidad de la especie, como se observo en la figura 26, la diferencia entre las
frecuencias alélicas entre las poblaciones es debida a la gran diversidad dentro de

ellas.




7.8.2.2.- Andlisis descriptivo de las poblaciones de M. lakinus mediante variables
genéticas

Se determinaron los indices de variabilidad genética de la especie M. lakinus para
observar algin comportamiento de acuerdo a estos, ya que la especie se parece
comportar con niveles bajos de identidad genética, se determinaron los indices de He
(heterocigosidad esperada, H'= indice de nei, Na= Numero de alelos y Ne= numero

efectivo de alelos)

Tabla 20.- Parametros de la genética poblacional de seis poblaciones de M. lakinus
analizados con AFLPs

Sitio He Nei Na Ne
NB 0.072 0.072 1.562 1.092
C 0.07% 0.072 1.312 1.092
CR 0.06% 0.06% 1.52° 1.082
VU 0.06° 0.06° 1.42¢ 1.082
Y 0.05P 0.05° 1.33¢ 1.062

He.- Diversidad genética, Nei=indice de nei, PIC, indice de loci polimorficos, Na=Num de alelos,
Ne=Numero efectivo de alelos. Valores con letras distintas muestran diferencias estadisticas (p<0.05)
(Wilcoxon, p=0.000)

Como se puede observar en la tabla 20, con respecto al andlisis paramétrico de
Wilcoxon se puede identificar que existen diferencias entre las poblaciones en base a
sus indices de variabilidad, la variable que mas afecto es la del nimero de alelos, pero
el numero efectivo de alelos no presenta diferencias, esta variable nos indica que entre
todas las poblaciones el numero efectivo de alelos que comparten es similar por lo que
no se observan diferencias entre las poblaciones ya que es un valor bajo y constante
entre ellas.

Por medio del andlisis de interpolacion de superficie de las distancias genéticas se
determinaron aquellos puntos en los cuales se concentran la mayor distancia genética
de las poblaciones de M. lalkinus, y el punto de mayor diversidad genética debido a la

menos distancia genética.
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Figura 27.- Grafico de superficie de las distancias genéticas a partir de la
interpolacion de las distancias genéticas (altura, eje:Z) empleando triangulaciones
de Delaunay basandose en las frecuencias alélicas de M. lakinus.

De acuerdo a la figura 27 se observan dos sitios en los cuales la distancia genética es
mas baja y donde se puede encontrar mayor variabilidad, estos se localizan en las
coordenadas ((X: 2670379, Y: 574401.5) (X:2712146, Y:584284) UTM13N) y a su vez
existe un punto maximo de distancia genética donde se pueden encontrar valores de
diversidad muy bajos, localizado en las coordenadas (X:2715159, Y:573372) UTM13N.
La superficie presenta un comportamiento casi uniforme, estos picos en cuanto a
niveles altos y bajos de diversidad deben estar influenciados por condiciones
especificas en estos puntos, ya que no se ve alteraciones similares en todo el grafico.
Para identificar qué factores pueden estar provocando estos saltos drasticos en la

distancia genética se proyectaron las coordenadas de estos puntos en un mapa del
area de estudio.
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Figura 28.- Ubicacion de los puntos de maxima y minima
distancia genética de la especie M. lakinus

Como se puede observar en la figura 28, la poblacion de Y se ubica cerca de los sitos
donde se estimaron los valores de maxima distancia genética, esta poblacién también
presento los valores mas bajos de diversidad genética (He=0.05) (tabla 20), de
acuerdo a la grafica de superficie de distancias genéticas, las poblaciones que se
encuentran hacia el sur del estado van presentando menos distancias genéticas, lo
que pude deberse a que en estas zonas se encuentran condiciones vegetales
favorables para esta especie, por lo que en las proximas secciones analizaremos la
relacion de estas variables con respecto a su diversidad genética. El analisis por medio
del logaritmo de Monmonier no mostro barreras que estén afectando la comunicacion
entre las diferentes poblaciones de M. Lakinus a lo largo del estado Durango.

7.8.2.3 Analisis de agrupamiento de las poblaciones de M. lakinus utilizando
frecuencias alélicas

En base a las frecuencias alélicas presentes dentro de cada poblacion se aplico un

andlisis de agrupamiento en base a distancias euclidianas para observar los patrones




de agrupamiento de las poblaciones de M. lakinus en el estado de Durango, el

dendograma obtenido se muestra en la figura 29.
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Figura 29.- Andlisis de agrupamiento usando frecuencias alélicas de la
especie M. lakinus mediante distancias euclidianas

Como se puede observar las poblaciones de CR y NB se agrupan dentro de un mismo
grupo, al igual que las poblaciones de C y VU, estos grupos no comparten el mismo
nivel de variabilidad segun la tabla 20 por lo que no parece observarse algun patron
definido sobre M. lakinus con respecto a sus frecuencias alélicas, la Unica poblacion
aislada mediante este método es la de C, la cual se encuentra dentro de la zona semi
desértica el Estado de Durango. El resto de las localidades se encuentran dentro de la
zona de los valles por lo que debe existir mas relacion entre ellas.

Mediante un analisis de componentes principales empleando los indices de
variabilidad genética obtenidos se observo que al igual que la especie B. nubilum las
cinco variables ejercen la misma influencia sobre la varianza total del estudio, el
agrupamiento mostr6 un comportamiento similar al presentado por medio del
dendograma, excluyendo a la poblacién de C del analisis.

7.9 Andlisis de la variabilidad genética empleando Microsatelites

El marcador codominante no fue reproducible para la especie B. nubilum por lo que
los presentes resultados solo corresponden a la especie M. lakinus en localidades




previamente estudiadas donde se tenian conocimientos de su localizacién, variando
en las poblaciones de La Ermita y La Constancia donde no se encontraron suficientes
individuos de la especie B. nubilum por lo que no se consideraron en los estudios de
AFLPS. Tres de los once microsatellites (B, C and D) utilizados fueron polimaérficos y
utilizados para los estudios de diversidad genética (Tabla 2), Obteniendo entre 18 y 23
alelos por locus. El andlisis de variabilidad genética mostro valores altos del indice de
diversidad de Nei para todas las poblaciones, indicando un alto considerable de
variabilidad genética entre las poblaciones. Los resultados del equilibrio de Hardy-
Weinberg (EHW) mostraron que dos de las siete localidades no estuvieron en equilibrio

(p<0.05) (Tabla 21) de acuerdo al andlisis con la chi cuadrada.

Tabla 21.- Analisis Multi-locus para equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) calculados
con GENPOP usando el método de Markov para siete poblaciones de M. lakinus

Pop ID n EHW gl Chi-cuadrada Prob**
CR 9 1 3 8.29 0.040
NB 4 0.488 3 1.56 0.668
VU 9 0573 3 3.88 0.274
LC 11 0.741 3 6.99 0.072
Y 11 0.930 3 9.04 0.028
E 5 0.523 3 3.72 0.292
C 7 0.333 3 2.15 0.542

EHW= Equilibrio de Hardy Weinberg, **P<0.05

Tabla 22.- Estadisticos F (Wright) y flujo genético, calculado por Genepop usando
tres marcadores (Microsatelites) de M. lakinus en Durango

Tamafio . )
Locus Fis Fit Fst Nm*
muestra
B 112 0.4541 0.5926 0.2538 0.735
C 112 4.4389 0.5655 0.1721 1.203
D 112 0.4417 0.5736 0.2363 0.808
Mean 112 0.4445 0.5676 0.2217 0.8778

*Nm = Flujo genético estimado desde Fst = 0.25(1 - Fst)/Fst.




El analisis de estructura genética de las poblaciones usando los estadisticos F de

Wright (Tabla 22) mostraron un alto grado de diversidad genética entre poblaciones

(Fst=0.2217) asi como un alto flujo genético entre las poblaciones en promedio

(Nm=0.877). Las distancias genéticas entre las poblaciones mostraron la relaciéon que

existe entre la distancia e identidad genética de las diferentes poblaciones. (Tabla 23),

con ayuda de estos valores se construyd un arbol filogenético para observar el

comportamiento de esta variabilidad genética y las diferentes poblaciones.

Tabla 23.- Valores de identidad y distancia genética de Nei de M. lakinus obtenido de
las frecuencias alélicas de tres microsatelites (Distancia genética debajo de la
diagonal, Identidad genética por encima de la diagonal)

SITIO CR NB VU LC Y E C
CR ¥k 0.853 0.353 0.491 0.792 0.629 0.901
NB 0.158 ****  0.332 0.443 0.733 0.584 0.847
VU 1.039 1.101 *** 0.193 0.333 0.324 0.362
LC 0.712 0.812 1.643 *** 0.587 0.683 0.598
Y 0.226 0.316 1.097 0.532 **** 0.614 0.866
E 0.462 0.536 1.126 0.449 0.487 **** 0.683
C 0.103 0.166 1.014 0.513 0.143 0.3852 ****

El analisis de agrupamiento con el algoritmo de neighbor joining construido a partir de

los valores de identidad y distancias genéticas de Nei revel6 la formacion de tres

grupos (figura 30), El andlisis de K-medias también revel6 la formacion de tres grupos

con algunas coincidencias con respecto al arbol filogenético.
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Figura 30.- Arbol filogenético a partir de las frecuencias alélicas de M.

lakinus usando distancias euclidianas, obtenidas de tres microsatelites
7.10.- Andlisis de correlacion de variables genéticas contra variables bidticas y
abidticas
Para reducir el numero de factores involucrados en el efecto de las variables sobre la
variabilidad genética se determind la correlacion de las variables genéticas por cada
agrupo de variables por separado, para poder observar mejor el efecto de cada
conjunto de variables y posteriormente identificar el efecto conjunto sobre la

variabilidad de las especies M. lakinus 'y B. nubium

7.10.1.- Determinacién del efecto de las variables biodticas y abidticas de las
poblaciones de B. nubilumy M. lakinus sobre su comportamiento genético

De acuerdo a los andlisis de correlacion de Pearson y de Spearman para las variables
que no presentan distribucion normal, no se observd algun tipo de correlacion
estadisticamente significativa de acuerdo a los parametros establecidos, por lo que el
tipo de efecto de los conjuntos de variables debe estar inducido por la accién de dos o
mas variables, por lo que se determinaran por medio de un andlisis de componentes
principales de cada conjunto de variables su posterior analisis dentro de un analisis

Canoénico de Correlacion.
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Figura 31.- Analisis de Componentes Principales a partir
de las variables de suelo y genéticas de B. nubilum

En la figura 31 se observa que el analisis de componentes principales proporciona dos
componentes que responden alrededor del 72% del a varianza total del estudio, se
puede observar como la poblacién de CR se aleja formando lo que pareciera un grupo
individual, como se menciond en el apartado 7.8.1.1 en la tabla 18, la poblacion de CR
es la que presentaba mayor indice de diversidad genética y la localidad VU es la que
presentaba el valor mas bajo de esta variable. De acuerdo a la matriz de componentes
obtenida se observa que las variables de Materia organica (0.671) y Humedad del
suelo (0.890) son las que mayor influencia tienen dentro del primer factor, dentro del
segundo factor se encuentran las variables Conductividad Eléctrica (0.839) y contenido
o porcentaje de Arena (0.901) esta ultima relacionada con la textura de los suelos,
estas variables coinciden con las obtenidas en diversos estudios previos, donde la
humedad del suelo siempre ha mostrado una importancia principalmente
relacionandose en procesos de ovoposicion de ortdpteros como (Huizenga et al., 2008)
que identifico que las hembras de la especie Romalea microptera (Orthoptera:
Acrididae) favorece su ovoposicion en suelos relativamente secos y de una textura

dura o como es caracteristica de los suelos arenosos-arcillosos como los que se




presentan en las localidades de B. nubiulm el efecto que tendria dentro de las
poblaciones de B. nubilum es que los procesos de ovoposicion afectaran el proceso
de diapausa ya que el efecto de las condiciones climaticas llega a los huevos a través
del suelo, un suelo con humedad alta facilitara el enfriamiento y afectara la viabilidad
de los insectos como lo demostro (Stauffer, Hatle, & Whitman, 2011) donde en
condiciones ambientales y de laboratorio observaron el efecto de la humedad sobre la
supervivencia de dos especies de chapulines, donde los individuos expuestos a
humedades de carga de hasta tres meses pueden retrasar Su proceso para emerger
en hasta 61 dias de diferencia. La variable de cantidad de arena promedio en los sitios
ejerce una cualidad de textura y por lo tanto en el tipo de suelos el cual puede soportar
ciertas caracteristicas de vegetacion, por lo que esta variable actia de manera
indirecta sobre el comportamiento genético de la especies Boopedon nubilum. El
analisis canonico de correlacion mostré que el efecto de las variables de suelo
(Humedad, Cond Elc, MO y %Arena) presento una R=0.999 (p=0.119) por lo que el
efecto no es significativo. Para la especie M. lakinus se observa muestra su analisis

de componentes principales en la figura 32.
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Figura 32.- Andlisis de Componentes Principales a partir de las
variables de suelo y genéticas de la especie M. lakinus




En la figura 32 se observa que el efecto de los dos primeros factores es del 83% de la
varianza total del estudio, aunque comparten las mismas variables en los factores con
respecto a B. nubilum, aunque mediante el analisis canonico correlacional se obtuvo
una R=0.66y una p=0.15, por lo que tampoco se observo un efecto de las variables del
suelo sobre las variables genéticas.

En cuestidn del efecto de las variables climaticas en la figura se presenta el efecto de
los factores obtenidos por medio del analisis de componentes principales
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Figura 33.- Analisis de Componentes Principales (A) y Andlisis de
agrupamiento (B) de las especie B. nubilum empleando variables genéticas y
climaticas

Como se puede observar en la figura 32 se obtuvieron dos factores que responden al
73.4% de la varianza total de la interaccién de las variables climaticas con respecto a
las variables genéticas, de acuerdo a la matriz de componentes, la variable de indice
de aridez (0.979) es la que tiene mayor efecto sobre el factor 1, mientras que la variable
Radiacion son las que mayor efecto aportan al componente 2. La importancia del
indice de aridez ha sido reportada por varios autores, como en los trabajos de
(Andersen, Ludwig, Lowe, & Rentz, 2001) y (Nath et al., 2010) donde la magnitud de
este indice ofrecié una vision mas amplia del efecto que tiene el clima sobre las

poblaciones de chapulines, mostrando que una disminucion en el IA esta relacionado




con un aumento en el tamafio de las poblaciones de los chapulines, al estar
relacionado con la precipitacion esta coincide en los tiempos en los cuales los insectos
son adultos, favoreciendo el crecimiento vegetal y creando condiciones ideales de
alimentacion, copulacion e incluso ovoposicion de los mismos. El analisis de candnico
de correlacion mostro una R=0.99 con una significancia de p=0.00 por lo que se ve un
efecto estadisticamente significativo de las variables climéticas sobre las variables
genéticas. Para la especie M. lakinus se encontré6 que los dos primeros factores
responden el 72% de la varianza total y al igual que la especie B. nubilum las variables
de indice de aridez y de Radiacion son las que tienen mayor efecto sobre los factores,
por su parte el andlisis canonico correlacional mostré una R=.95 y una p=0.00, por lo
qgue el efecto de las condiciones climaticas también muestra un efecto sobre las
variables genéticas de las poblaciones de M. lakinus. Las condiciones de climay suelo
tienen un efecto directo en las condiciones vegetales de los sitios, por lo que esta
variable se encuentra en total dependencia sobre las primeras dos, pero el efecto que
tendra sobre el comportamiento genético ha sido ampliamente estudiado, por lo que
es importante identificar este tipo de interacciones en las poblaciones de B. nubilum
en el Estado de Durango, en la figura 33 se observa el andlisis de componentes

principales empleado en las variables de tipo vegetal y las variables genéticas.
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Figura 34.- Analisis de Componentes Principales de las variables
de vegetacion y variables genéticas de la especie B. nubilum




En la figura 33 se observa la formacién de dos factores que tienen un 87.7% de la
varianza total del analisis, de los cuales a partir de la matriz de componentes de los
factores se obtuvo que la diversidad de especies (indice de Shannon) es la que mayor
peso tiene sobre el primer factor y la variable de cobertura vegetal (NDVI) presenta la
mayor influencia sobre el factor nimero dos. A pesar de ser una relacion ampliamente
estudiada, ha presentado valores contradictorios con respecto a diversos estudios ya
que (Branson, 2011) encontré una relacion positiva con respecto a la diversidad de
plantas en Montana con respecto a la diversidad de chapulines empleando el indice
de Shannon, mientras que (Wachter, O'Neill, & Kemp, 1998) no encontré relacion entre
la diversidad de plantas y la diversidad de los insectos, la naturaleza de los insectos
es un factor determinante en encontrar una relacién positiva entre estas variables, ya
qgue si un chapulin presenta comportamiento especialista su posibilidad de encontrar
una correlacion positiva y significativa es mayor que aquellos que se comportan de
manera generalista, como es el caso de B. nubilum, Estudios realizados por (Tao Li et
al., 2010) demostré que poblaciones de Oxya japdnica que presentaban diferencias
entre el uso de plantas hospederas, presentaron diferencias genéticas. Por lo que
identificar a grandes rasgos algun efecto de la diversidad vegetal sobre el
comportamiento genético es un gran paso para identificar que especies actuaran
directamente sobre la estructura genética de B. nubilum. El andlisis Canoénico de
Correlaciéon mostré una R=0.98 con una p=0.002, por lo que el efecto de las variables
vegetales influye también e n el comportamiento de la especie B. nubilum. Para la
especie M. lakinus se observaron los datos similares a los presentados para la especie
B. nubilum en cuestion de las varaibles de peso y su nivel de correlacion canoénica por
lo que también estas variables tienen efecto sobre el comportamiento genético de la

especie M. lakinus.




VIII. Conclusiones

Se identifico la presencia de las especies B. nubilum y M. lakinus en zonas de
pastizales del Estado de Durango, concentrdndose mayormente dentro de la zona de
los valles, la densidad de chapulines por metro cuadrado en los sitios localizados en
la zona de los valles es de entre 7 y 9 individuos de las dos especies, contrastando
con los 4.2 individuos por metro cuadrado presentados en la poblacion de Cuencame
gue se ubica en la zona del semi desierto.

La caracterizacion con respecto a las variables del suelo se determind, con ayuda de
un analisis de componentes principales, obteniéndose que las variables de Materia
Organica y Conductividad Eléctrica ejercen una influencia dentro del agrupamiento de
los sitios. Aunque la variable de Conductividad Eléctrica es la Unica que presento
valores de correlacion significantes (-.821, p=0.021) de acuerdo al andlisis de
correlacion de Pearson.

La mayoria de los sitios presentaron una textura Arcillo-Arenosa con excepcion del
sitio Pino Suarez que presento una textura solamente Arcillosa. En general, todos los
sitios de muestreo presentaron una media de 0.2324 en su conductividad eléctrica lo
cual es indicador de suelos no salinos.

La caracterizacion de los sitios de estudio mediante variables climaticas muestra que
estos presentan una precipitacion media durante los meses de muestreo de 91.47mm,
un indice de aridez de 0.20, radiaciones de 528 (w/m?) y un promedio de humedades
relativas de 63.55. Se observo que las variables de Velocidad del Viento y Humedad
Relativa son las Unicas que presentan diferencias significativas (p<0.05) entre los
grupos. De acuerdo al analisis de agrupamiento la poblacion Y se separa de todas las
poblaciones formando un grupo aislado, indicando que este sitio fue el que present6
los valores mas bajos de precipitacion (73mm), radiacién (501 w/m?) y humedad
relativa (53%). Cabe mencionar que la variable Humedad relativa esta en funcién de
la precipitacion, la temperatura y la radiacion, por lo que en conjunto estas variables
podran ejercer mayor efecto en el agrupamiento que una variable individual. En base
al analisis de componente principales se observo que dos factores explican el 77.9%
de la varianza total del comportamiento de estos sitios, de acuerdo a las matrices de

componentes se identificO, mediante una normalizacion de las variables, que la




precipitacion (0.965) es el componente que mayor efecto ejerce sobre el factor uno,
mientras que el indice de aridez (0.910) es la que mayor efecto presento en el segundo.
La caracterizacion por medio de variables vegetales mostré que los sitios presentan
valores promedios de cobertura en pastos de 49%, en hierbas de un 11% y en suelos
desnudos de un 38%. Cinco de los sitios se encontraron en areas de pastizales y dos
en zonas de matorrales y se observé un promedio de 10 especies vegetales por sitio,
en las que Bouteloua gracilis fue la de mayor proporcion con un 19% en promedio en
cada sitio. Aunque en los sitios de CR y Y se encontraron presencias altas de Chloris
virgata una especies indicadora de disturbio, con un 28% del total de las especies
vegetales de esos sitios, gracias a las frecuencias vegetales se obtuvieron los indices
de diversidad vegetal donde se observO que estos presentaron valores de
Domimancia de entre 0.1902 (P) a 0.3023 (VU), y valores de indice de diversidad de
Shannon de 1.51 (VU) hasta 1.93 (P). De acuerdo al andlisis de componente
principales, las variables indice de Shannon (0.849) y Simpson (0.854) son las que
mayor influencia ejercen sobre los factores obtenidos, los cuales son responsables del
71.1% de la varianza total en la interaccion de estas variables, por lo que la diversidad
vegetal puede influir en el comportamiento genético de las especies estudiadas.

El comportamiento genético de las especies fue determinado con ayuda de los
marcadores AFLPs. Para la especie B. nubilum el andlisis molecular de Varianza
mostré diferencias significativas (p<0.05) entre y dentro las poblaciones, aunque solo
6% de la varianza se encuentra entre las poblaciones y el resto entre las poblaciones.
En base al analisis de agrupamiento con el programa STRUCTURE se observo la
formacion de tres grupos, donde la poblacion VU mostré un valor de Fst= 0.413 (media
Fst=0.33) presentando una mayor diversidad genética entre las poblaciones, esta
poblacién mostro los valores mas bajo de He (0.08) y de indice de Nei (0.08), asi como
un valor de flujo genético Nm=0.35 (media Nm=0.50) por lo que se puede identificar
algun tipo de efecto sobre esta poblacién que esta evitando el intercambio genético
entre esta poblacion y el resto. Gracias al gréafico de superficie de distancias genéticas
se identificé que la poblacién de VU se encuentra cerca del punto de maxima distancia
genética. Otra poblacion cercana a este punto es la de Cuencame la cual presento

valores similares de He y Nei con respecto a VU. Con ayuda del algoritmo de




Monmonier se identificd una barrera localizada cerca de esta poblacion, separando las
poblaciones del norte del estado con las del sur, esta barrera coincide con el punto de
maxima distancia genética, de acuerdo a los registros y visitas de campo se identifica
una gran area agricola, por lo que la introduccion de cultivos, manejo de tierras y
cambio de uso de suelo de pastizal a cultivo es lo que estara afectando el
comportamiento de la especie B. nubilum lo cual podemos observar en los cambios en
las frecuencias alélicas de esta poblacion con respecto a las demas. De acuerdo al
andlisis Candnico Correlacional las variables vegetales y climéaticas afectan
significativamente (p<0.05) el comportamiento genético de B. nubilum. El anélisis de
agrupamiento con respecto a sus frecuencias alélicas mostré que las poblaciones mas
cercanas son las que se agrupan entre ellas, por lo que una interaccién de estas
variables influyen en su comportamiento genético, en especifico las variables del
indice de aridez, la radiacion y los indices de Shannon indican que la diversidad vegetal
es un factor a considerar en estudios posteriores, una identificacion mas completa del
comportamiento de estas especies con respecto a sus patrones alimenticios asi como
las plantas que utilizan como proteccién y para copular ayudaria a identificar patrones
de dispersion y de posibles efectos econdmicos de estas especies. Por lo que se llega
a la conclusion de que la especie B. nubilum puede ser afectada por variables de tipo
ambiental y de vegetacion, asi como por causas antropolégicas ya que los sitios donde
se observaron valores bajos de flujo genético y de diversidad genética son localidades
donde se cambio su uso de suelo, afectando asi su nicho ecologico.

A diferencia de la especie B. nubilum, la especie M. lakinus no presentd diferencias
entre su poblaciones (p>0.05), observandose que el 95% de la variabilidad se
encuentra dentro de las poblaciones, por lo que esta especie presente homogeneidad

genética en sus poblaciones a lo largo del estado de Durango.




IX. Recomendaciones
Se recomienda aumentar el area de estudio para tener una idea mas clara del

comportamiento de la especies B. nubilumy M. lakinus

Se recomienda realizar un estudio mas completo en cuestiones de tiempo, donde se
pueda estudiar el periodo de ovoposicion de los insectos, de fechas en las cuales
emergen los huevos y desarrollo de ninfas de ambas especies, identificando plantas
involucradas en cada etapa de desarrollo de las mismas para poder identificar patrones
vegetales mas detallados de estas especies.

Gracias al desarrollo positivo de la técnica de AFLPs se recomienda su uso en estudios
posteriores en una gran diversidad de insectos plaga en el Estado de Durango. Se
recomienda el uso de grupos externos para poder comparar de acuerdo a los estudios
posteriores.
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XI. Anexo

Anexo 1.- Datos recolectados de los sitios de muestreo para las especies B. nubilum y M. lakinus en el estado de

Durango
S| | ALT | LON | LAT B. M. B. Otra . . Is|lIs|n
Tl | ITU | GDE | DE | Localidad | nubil | lakin | Mag | s Chapuli | Tpr P "eCID 1 Clima Vegetacion | Suelo | ot |oy| v
nes/m2 | om | itacion .
O| D C C um us na | spp. m|t|di
- Pastizal 1
1 190 103. 24. Luis Moya 1 1 1 1 6 18. 36.33 | BS1kw mediano Vertisol | 16 50 1
7 590 47 . 0
923 abierto 0
- Matorral
2 193 103. 24. Yerbaniz 1 1 0 1 6 18. 34.00 | BWhw bajo Xerosol | 20 309
7 699 55 ) 0|8
860 subespinoso
i Matorral
3 [198] 903, |24 | Zoma |, b4 g | g 6 |8 |3400 BSikw bajo | Xerosol |16 |20 7
4 712 | transicion 55 . 0|0
854 subespinoso
- Matorral . 1
4 | 160 103 | 2% | cuencame | 1 1 1 1 o |12 3367 | BS1KW bajo Rendzin | 450 7
6 881 88 . a 0
699 subespinoso 4
- Matorral
5 145 103. 24. Sitio 5 0 0 0 1 0 20. 30.67 | BWhw bajo Xerosol | 20 305
7 987 37 . 019
741 subespinoso
- Matorral o
6 | 130 103. | 22| cuatilos | © 1] 0| 1 o |29 2533 | BWhw bajo Caztano | 4 |30 7
8 130 95 . zem 012
806 subespinoso
- Matorral 1
7 | 124 | 104, | 25| Paso o | o | 1] o0 o |2Y1 2600 | BS1kw bajo 20[3| 9
1 293 | Nacional 08 ) 0
025 subespinoso 4
- Matorral 1
8 129 104. 25. Nazas 0 1 0 1 1 21. 26.67 | BWhw bajo Xerosol | 20 30 2
5 299 03 ) 0
142 subespinoso 1
- San Luis Matorral 1
9 122 104, 32859 del o | o | ol 1 0 %% 26.33 | BWhw | mediano | Litosol |20 300 3
226 Cordero subespinoso 5




- Matorral 1
10| 157 | 104, | 25 | San Pedro 20-1 54,00 | BSohw | mediano | Litosol |20(39| 6
4 424 | del Gallo 78 ; 0
303 espinoso 6
- San Luis Matorral . 1
11 121 104. jgé del 27%' 24.00 | BSohw bajo Re”;Z'” 20 300 4
293 Cordero 2 subespinoso 6
- . Matorral . 1
12| 168 | 104 | 25. | Cincode 19.1 3567 | BSohw | mediano | R€M4ZIN | 5|50 g
0 748 Mayo 82 X a 0
297 espinoso 5
- Pastizal 1
13 14 104. 25. Dury 19. 36.33 | BS1kw mediano Litosol | 16 50 6
7 819 43 ; 0
411 abierto 3
R Pastizal 1
177 25. 19. mediano . 50
14 6 104. 810 Dury 2 02 38.33 | BS1kw arbosufrutes Litosol | 16 0 6
468 2
cente
i Pastizal 1
182 25. Sitio 15 18. mediano 50
15 9 16(;4; 796 | Dury-Zarca 45 47.00 | BSTkw arbosufrutes Feozem | 16 0 I
cente
i Pastizal 5
189 25. 18. mediano . 50
16 5 104. 795 La Zarca 3 48.33 | BS1kw arbosufrutes Litosol | 16 0 0
721 1
cente
i Pastizal 5
191 25. 19. mediano . 50
17 7 104. 463 El Casco 43 35.00 | BS1kw arbosufrutes Vertisol | 16 0 0
597 4
cente
i Pastizal 1
152 25. . 20. mediano . 50
18 0 104. 381 Tejada 30 32.33 | BS1kw arbosufrutes Vertisol | 16 0 9
612 7
cente
i Matorral 1
141 25. 19. mediano Rendzin 50
19 1 104. 018 Cuencas 42 39.67 | BS1kw arbosufrutes a 16 0 6
631 5
cente
- Pastizal 1
20 138 104. 25. Rodeo 20. 33.67 | BS1kw halofito Vertisol | 16 50 5
9 145 77 ) 0
546 abierto 1




Pastizal

- 1
171 24. 19. amacollado . 50
21 6 104. 989 Balcazar 90 41.33 | BS1kw arbosufrutes Litosol | 16 0 9
511 8
cente
i Pastizal 1
191 23. Lopez 17. mediano . 50
22 3 104. 899 Ray6n 00 52.00 | BS1kw arbosufrutes Vertisol | 16 0 8
516 2
cente
- . Pastizal 1
23 191 104. 23. Pino 1. 50.00 | BS1kw mediano Feozem | 16 50 5
6 852 Suarez 45 - 0
462 abierto 2
i Matorral
192 23. Boca del 16. mediano Rendzin 50| 7
24 7 i%‘é 788 | Mezquital 1 93 49.33 | BSlkw arbosufrutes a 16 04
cente
- Pastizal 1
25| 198 | 104, | 23. | Bocadel 18.1 4267 | BSikw | haldfito | Litosol |16 |22 6
4 745 | Mezquital 2 35 . 0
411 abierto 4
i Pastizal 1
188 23. Boca del 18. mediano 50
26 0 é%‘é 692 | Mezquital 3 35 42.67 | BSlkw arbosufrutes Xerosol | 16 0 S
cente
i Pastizal 1
159 23. . 20. mediano Rendzin 50
27 8 104. 641 Atotonilco 20 40.33 | BS1kw arbosufrutes a 16 0 5
376 7
cente
i Pastizal 1
187 23. Ojo de 17. mediano . 50
28 6 104. 975 Agua 68 53.00 | BS1kw arbosufrutes Litosol | 16 0 6
432 5
cente
i Pastizal 1
190 23. . 16. mediano 50
29 0 104. 995 Sitio 29 62 51.67 | BS1kw arbosufrutes Planosol | 16 0 5
375 2
cente
i Pastizal 1
185 23. . 18. haléfito . 50
30 4 12%41 946 El Saltito 02 47.67 | BS1kw arbosufrutes Litosol | 16 0 i

cente




Matorral

- ; 1
179 23. La 18. mediano 50
3l 4 12%‘; 884 | Constancia ° 20 44.00 | BSIkw arbosufrutes Xerosol | 16 0 i

cenet
- Pastizal 1
32| 172 | 104, | 23. | Nombre de 4 |81 4400/ BSikw | haldfito | Litosol |16 |22 6
9 854 Dios 20 . 0
251 abierto 4
i Pastizal 1
182 23. Amado 18. mediano 50
33 4 11(2;519 843 Nervo 9.6 32 42.00 | BS1kw arbosufrutes Xerosol | 16 0 g
cente
i Pastizal 1
186 23. | Lauro del 17. mediano Rendzin 50
34 3 104. 898 Villar 7.5 78 41.33 | BSIkw arbosufrutes a 16 0 °
134 7
cente
i Pastizal 1
187 23. La 17. mediano . 50
35 2 11(3& 961 | Colorada 11 62 43.00 | BSlkw arbosufrutes Vertisol | 16 0 3
cente
i Matorral 1
190 23. . . 17. mediano Rendzin 50
36 6 104. 959 Villa Unién 0 27 42.33 | BS1kw arbosufrutes a 16 0 6
055 5
cente
- Pastizal 1
37 202 104. 24. Cieneguilla 8 16. 45.33 | BS1lkw haléfito Vertisol | 16 50 5
1 074 52 ) 0
053 abierto 1
i Pastizal 1
210 24. . 15. amacollado . 50
38 3 104. 145 El Ojo 0 78 48.00 | BS1kw arbosufrutes Litosol | 16 0 9
028 8
cente
i Pastizal 1
193 24. Carlos 18. mediano . 50
39 5 104. 329 Real 4.2 03 53.00 | BS1kw arbosufrutes Litosol | 16 0 8
481 2
cente
- . Pastizal 1
40| 192 | 104, | 24| Nicolas 5 |18 4000 | BSikw | mediano | Feozem |16|°°| 5
7 384 Bravo 55 ; 0
696 abierto 2




i Matorral
194 24. . 17. mediano Rendzin 50| 7
41 0 16(%4:1r 082 El Obelisco 0 0 0 0 0 12 47.67 | BS1lkw arbosufrutes a 16 ola
cente
- Pastizal 1
42 190 104. 23. La Ermita 1 1 1 1 54 18. 44.00 | BS1kw haléfito Litosol | 16 =0 6
1 886 20 ) 0
315 abierto 4
i Pastizal 1
431194 104. |2 | cruces | 0 | 0o | 0o | o 0 |17 4567 | BSikw | Mmediano |y ool |16 (29| 6
1 956 62 arbosufrutes 0
891 2
cente
- 24 Pastizal 1
195 . 10 de 18. mediano Rendzin 50
44 0 104. | 701 Octubre 1 1 0 1 7 05 49.67 | BS1lkw arbosufrutes a 16 0 5
6412 | 9 7
cente
- Pastizal 1
45| 178 | qoq, | 24| Sanduan |\, g by g 1 75 120 4400 | BS1kw | mediano | Feozem |16 |29 5
4 759 del Rio 15 . 0
478 abierto 2

Anexo 2.- Prueba de normalidad de variables climaticas

Kolmogorov-Smirnov? | Shapiro-Wilk

Statistic | df | Sig. | Statistic | df | Sig.
Prec 95| 7| .200° .953| 7|.756
temp 95| 7| .200 910 7.397
A% 95| 7| .200° .937| 7|.610
Rad A72| 7| .200 .961| 7|.831
HR .237| 7| .200° .924 | 7|.502
DV 86| 7| .200 963 | 7|.844
INDICE ARIDEZ 316 7| .054 .801| 7.052




Anexo 3.- Tabla de correlaciones de Pearson de las variables climaticas y su significancia (p)

INDICE
Prec temp \YAY/ Rad HR DV ARIDEZ

Prec Pearson 1 -.600 -.336 303 742 437 224
Correlation
Sig. (2- 154 461 .509 .056 327 .630
tailed)

temp Pearson -.600 1 244 -.781" - 794" .326 -.301
Correlation
Sig. (2- 154 .598 .038 .033 475 512
tailed)

\YAY/ Pearson -.336 244 1 -.405 -.665 -.216 -.687
Correlation
Sig. (2- 461 .598 .368 .103 .641 .088
tailed)

Rad Pearson .303 - 781" -.405 1 .644 -.552 .193
Correlation
Sig. (2- .509 .038 .368 119 .199 .679
tailed)

HR Pearson 742 -.794" -.665 .644 1 A72 .634
Correlation
Sig. (2- .056 .033 .103 119 713 126
tailed)

DV Pearson 437 .326 -.216 -.552 A72 1 331
Correlation
Sig. (2- 327 475 .641 .199 713 468
tailed)

INDICE |Pearson 224 -.301 -.687 193 .634 331 1

ARIDEZ |Correlation




Sig. (2- .630 512 .088 .679 126 468
tailed)




