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GLOSARIO

Andlisis molecular de varianza (AMOVA): método estadistico para probar
diferencias genéticas entre grupos o poblaciones que se base en el andlisis de
varianza de las frecuencias genotipicas.

Biotipos: es el conjunto de fenotipos que corresponden al mismo genotipo. Un biotipo
es el grupo de individuos que poseen el mismo genotipo.

Caracter taxonOdmico: es todo atributo, rasgo o caracteristica que hace posible
diferenciar a un ser de otro, como también agruparlos por la presencia de atributos
comunes. Los caracteres pueden referirse a la forma, la estructura, la funcion y el
comportamiento de los individuos.

Citocromo ¢ oxidasa I: es una proteina pequefa, que funciona como transportador
electronico mitocondrial entre los complejos respiratorios 11l y IV. Se trata de una
proteina monomérica, es decir con un solo polipéptido; unido a esta estructura hay
un grupo prostético constituido por un hemo C, es decir, una protoporfirina IX con
un ion de hierro coordinado. El grupo prostético porfirinico estd unido a la proteina
covalentemente, a través de dos cisteinas. El grupo prostético aparece inmerso en el
interior de la estructura, en un entorno hidrofobico.

Clado: es un grupo de organismos que incluye un ancestro y todos sus descendientes.
Es una clasificacion filogenética, basada en relaciones evolutivas.

Diversidad genética: grado de variacion genética en una poblacion, especie o entre
un grupo de especies medido en hetericigocidad, diversidad alélica o heredabilidad.
Dimorfismo sexual: las variaciones en la fisonomia externa, como forma, coloracion
o tamafio, entre machos y hembras de una misma especie. Se presenta en la mayoria
de las especies, en mayor o menor grado.

Especie: es el conjunto o la poblacion natural de individuos (seres humanos, animales,
plantas, minerales) que tienen caracteristicas semejantes o en comun y son capaces
de reproducirse entre si, creando descendencia fértil, por tanto proceden de

antecesores comunes.
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Filogenia: es la historia evolutiva de un grupo de organismos relacionados. Esta
representada por un arbol filogenético que muestra como las especies estan
relacionadas entre si a través de ancestros comunes.

Gen o genoma mitocondrial (mtADN): es el material genético de las mitocondrias,
los organelos que generan energia para la célula. El ADN mitocondrial se reproduce
por si mismo semi-autbnomamente cuando la célula eucariota se divide.
Koinobionte (cenobiontes): la hembra del parasitoide no mata al hospedador, y es
la larva quien le produce la muerte, en el momento de realizarse la puesta. En muchos
casos los koinobiontes no paralizan el hospedero durante la oviposicién. Muchos
koinobiontes pueden no alimentarse de 6rganos vitales del hospedero para lograr
completar su desarrollo.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): método utilizado para realizar copias
de segmentos especificos de ADN, donde el ADN es desnaturalizado por aumento de
temperatura, se afiaden regiones flanqueantes u oligonucléotidos y la secuencia es
copiada por medio de una enzima termoestable (Taq).

Parasitoide: es un organismo cuyas larvas se alimentan y desarrollan en el interior
(endoparasitos) o en la superficie (ectoparasitos) del cuerpo de otro artrépodo. Cada
larva de parasitoide se desarrolla en un solo individuo o huésped al que termina
matando. El parasitoide adulto es un insecto de vida libre que puede ser tanto
herbivoro como depredador. La mayor parte de los parasitoides descritos son avispas
(Hymenoptera), también existen moscas parasitoides (Diptera), unas pocas especies
de escarabajos (Coleoptera), polillas (Lepidoptera), neurdpteros (Neuroptera), e
incluso se ha descrito una especie de tricoptero (Trichoptera) parasitoide.

Patrones clinales: clina o cline (o incluso variacion clinal) representa el cambio
gradual de rasgos fenotipicos de una misma especie por influjos y condiciones
medioambientales.

Variabilidad genética: se refiere a la diversidad en las frecuencias de los genes. La
variabilidad genética puede referirse a las diferencias entre individuos o las diferencias
entre poblaciones. Las mutaciones son la causa fundamental de la variabilidad
genética, pero mecanismos tales como la reproduccion sexual y la deriva genética

también contribuyen a la misma.
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RESUMEN

El maiz es uno de los principales cultivos agricolas en el Estado de Durango, México.
El gusano cogollero es la plaga que mayores dafios causa a este cultivo. Una
alternativa es el control bioldgico utilizando parasitoides. Es complejo determinar los
caracteres morfolégicos completos, en especial de la familia Braconidae y Tachinidae
del orden Hymenoptera que pudieran indicar si se trata de especies distintas a las
descritas, por lo que es necesario el empleo de caracteres genéticos para estimar la
variacion dentro de las poblaciones y especies mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). Las especies de los géneros Chelonus, Microchelonus, Meteorus,
Homolobus, Winthemia, Archytas y Lespesia fueron identificadas morfolégicamente
mediante claves taxonémicas y por comparacién con colecciones de referencia. En la
familia Braconidae se realiz6 la extraccion y amplificacion de ADN por PCR asi como
la secuenciacion de un fragmento del gen del citocromo oxidasa c region | (COIl). En
Chelonus, existio variabilidad morfolégica basada en diferencias en los caracteres de
los especimenes, se encontraron ocho morfotipos diferentes a los de las especies
nominales (Ch. insularis, Ch. sonorensis y Microchelonus cautus). Molecularmente, las
distancias genéticas entre los morfotipos y entre las especies Ch. insularis y Ch.
sonorensis fue muy pequefia (0.03%), lo que indicd que probablemente pertenecen al
mismo linaje, Ch. cautus present6 una distancia genética con las especies antes
mencionadas de hasta 0.178%, lo que muestra a una especie diferente
(Microchelonus). En Meteorus se encontraron dos especies que no han sido
reportadas para Durango: M. laphygmae y M. arizonensis (nhueve morfotipos), sin
embargo, la distancia genética entre los morfotipos encontrados podrian indicar que
se trata de una sola especie (0.05%). En la familia Tachinidae las caracteristicas
morfoldgicas correspondieron a las encontradas en las claves taxondmicas, por lo que
no existio variabilidad entre especies. Se reportan cuatro nuevas especies para
Durango, una de ellas (Winthemia deilephidae) es nuevo reporte como parasitoide de
gusano cogollero. Estos resultados mostraron la alta variabilidad morfolégica y
genética en estos braconidos, debido probablemente a cambios evolutivos vy

climéaticos.
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ABSTRACT

Corn is one of the main agricultural crops in the State of Durango, Mexico. The fall
armyworm is the plague that causes the greatest damage to this crop. An alternative is
biological control using parasitoids. It is complex to determine the complete
morphological characters, especially of the family Braconidae and Tachinidae of the
order Hymenoptera that could indicate if they are species other than those described,
SO it is necessary to use genetic characters to estimate the variation within populations
and species by polymerase chain reaction (PCR). The species of the genera Chelonus,
Microchelonus, Meteorus, Homolobus, Winthemia, Archytas and Lespesia were
identified morphologically by taxonomic keys and by comparison with reference
collections. In the Braconidae family, DNA extraction and amplification was performed
by PCR as well as the sequencing of a fragment of the cytochrome oxidase c region |
(I0C) gene. In Chelonus, there was morphological variability based on differences in
specimen characters, eight morphotypes were found different from those of the nominal
species (Ch. insularis, Ch. sonorensis and Microchelonus cautus). Molecularly, the
genetic distances between the morphotypes and between the species Ch. insularis and
Ch. sonorensis were very small (0.03%), which indicated that they probably belong to
the same lineage, Ch. cautus presented a genetic distance with the afore mentioned
species of up to 0.178%, which shows a different species (Microchelonus). In Meteorus
two species were found that have not been reported for Durango: M. laphygmae and
M. arizonensis (nine morphotypes), however, the genetic distance between the
morphotypes found could indicate that it is a single species (0.05%). In the family
Tachinidae the morphological characteristics corresponded to those found in the
taxonomic keys, so there was no variability between species. Four new species are
reported for Durango, one of them (Winthemia deilephidae) is a new report as a
parasitoid of fall armyworm. These results showed the high morphological and genetic

variability in these braconids, probably due to evolutionary and climatic changes.
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INTRODUCCION GENERAL

En Durango, México y otros paises de América, China, Africa y Asia, el gusano
cogollero Spodoptera frugiperda J. E Smith, 1797 (Lepidoptera: Noctuidae) es la plaga
gue mayores dafios causa al cultivo de maiz en sus primeras etapas de desarrollo,
para su control es necesario implementar acciones compatibles con el medio
ambiente, como es el uso de enemigos naturales, dentro de las cuales, los parasitoides
han demostrado su eficiencia dentro de programas de control biol6gico. Dentro de ellos
se encuentran la familia Tachinidae y Braconidae. Su distribucién puede ser debida a
la diversidad de sus huéspedes, cambios ambientales y regiones geograficas, sin
embargo, se desconocen los caracteres morfolégicos que fueron tomados en cuenta
para su identificacién, debido a que se encontraron morfotipos de estas especies que
nos indican que pudiera tratarse de especies clinales 0 nuevas especies. La
complejidad en la identificacion de las especies de estos géneros se debe
principalmente a los caracteres que comparten entre individuos de distinta especie o
en las diferencias entre individuos de la misma especie (polimorfismos o patrones de
color) y ademas algunas de las claves taxondmicas disponibles se basan
principalmente en patrones de color para separar especies. Es recomendable realizar
una comparacion entre las caracteristicas morfolégicas, coloracién y hospederos
principales de especies similares, con la finalidad de detectar variaciones que pudieran
indicar que se trata de la misma especie o0 de especies distintas. En Durango, hasta el
momento solo se ha realizado la identificacion parcial de parasitoides del gusano
cogollero, por lo que el objetivo de este trabajo fue realizar un estudio mas detallado
con la finalidad de conocer las especies de Braconidos y Tachnidos parasitoides del
gusano cogollero en maiz en el Estado, empleando caracteres morfologicos y

genéticos.
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CAPITULO I. PARASITOIDES (DIPTERA: TACHINIDAE) DEL GUSANO
COGOLLERO SPODOPTERA FRUGIPERDA (J. E. SMITH) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) EN MAiZ EN DURANGO, MEXICO
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1.1 INTRODUCCION

El maiz (Zea mays L.) es el cultivo agricola anual mas importante en México (FAO
2017). La presencia de plagas es un grave problema fitosanitario en este cultivo,
siendo el gusano cogollero Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) la especie que
causa mayores dafios cuando no se realizan medidas de control (Blanco et al. 2014).
En el Estado de Durango, en los ultimos cinco afios se han realizado estudios para
conocer la diversidad de himendpteros parasitoides de esta plaga, obteniendo hasta
el momento especies de Braconidae, Ichneumonidae, y Eulophidae asi como su
incidencia en el cultivo, presentdndose de forma natural todos los afios (Garcia-
Gutiérrez et al. 2013, Gonzélez-Maldonado et al. 2014). Dentro del grupo de
parasitoides ademas se encuentra el Orden Diptera, siendo la familia Tachinidae la
segunda familia mas diversa. En este trabajo se registra la diversidad de especies de
taquinidos parasitoides presentes en la region maicera del Estado de Durango, debido
a que son pocos los estudios que se han realizado para su identificacion taxonémica
y genética, asi como para conocer la frecuencia y abundancia de estas especies en el

cultivo.

1.2. MATERIALES Y METODOS

En el periodo del 16 de junio al 31 de agosto del 2016 se realizaron colectas semanales
de larvas de gusano cogollero en maiz durante la etapa fenoldgica de verticilo con
signos de presencia de la plaga, en siete sitios de la Regién de los Valles y los Llanos:
Francisco |. Madero, Canatlan, Col. Minerva, La Ferreria, Guadalupe Victoria, Dolores
Hidalgo, y Villa Montemorelos, Durango, México, cuya superficie cubre 540,000 ha
equivalentes al 4.5% de la superficie del estado (Gonzalez-Elizondo et al. 2007,
Garcia-Gutiérrez et al. 2013). Las larvas de gusano cogollero fueron colocadas en
vasos de plastico con 8 g de dieta artificial (Ashby 1972) y trasladados al laboratorio
de entomologia CIIDIR-IPN Unidad Durango en donde se mantuvieron (25-27°C, 60%
de HR, fotoperiodo 14:10 H:L) hasta completar su ciclo bioldgico. Los parasitoides

emergidos fueron preservados en alcohol etilico al 70%, después fueron montados en
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alfileres entomoldgicos. Se identificaron con apoyo de las claves taxonémicas de Wood
(1987), Toma (2006), Ravlin and Stehr (1934), y Guimaraes (1960, 1961a,b, 1963a,b,
1972). Las determinaciones fueron corroboradas por la Dra. D. A. Hernandez-Zetina,

especialista de Tachinidae en México.

1.3 RESULTADOS Y DISCUSION

De 2,100 larvas de gusano cogollero colectadas, 202 fueron parasitadas por
taquinidos, con 6.8% de parasitismo por Lespesia aletiae (Riley 1879) y L. archippivora
(Riley 1871), el 2.48% como Archytas marmoratus (Townsend 1915), y el 0.28% de
Winthemia deilephilae (Osten Sacken 1887). Resultados similares fueron reportados
para el Estado de Tamaulipas por Covarrubias-Dimas et al. (2000), quienes
encontraron a A. marmoratus y L. archippivora con un 10.15% y un 3% de parasitismo
maximo, considerando de igual manera el total de larvas de gusano cogollero
muestreadas en maiz. En México, los géneros Archytas y Winthemia han sido
reportados parasitando a S. frugiperda en maiz y arroz (Oriza zativa L.) (Molina-Ochoa
2003).

1.3.1 Lespesia archippivora, L. aletiae

Constituyen nuevos registros para el Estado de Durango, son pocos los reportes que
se tienen de L. aletiae parasitando a gusano cogollero (Cardoza et al. 1997, CNRCB
1999). Ceolin et al. 2015 lo encontraron parasitando a Mythimna unipuncta (Haworth
1809), lepidoptero similar en habitos al gusano cogollero pero ubicado en diferente
area geografica (Brasil). La abundancia de L. aletiae como de L. archippivora fue
notable, emergieron hasta cinco moscas por hospedero, se presentaron en seis de los
siete sitios muestreados, siendo mas abundantes en el municipio de Gpe. Victoria,
donde se encontraron 64 individuos, el pico maximo de poblacion se presento el 30 de
junio en ambas especies, ademas estuvieron presentes en julio y agosto. L.
archippivora se ha reportado para México por Molina-Ochoa et al. (2003), en particular

para Tamaulipas, Yucatan, Chiapas, Morelos, y Sonora (Covarrubias-Dimas et al.
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2000, Delfin-Gonzalez et al. 2007, Ruiz-Najera et al. 2008, Bahena-Juarez et al. 2010,
Cortez-Mondaca et al. 2010), el género Lespesia se ha encontrado en Chiapas,
Chihuahua, Sinaloa, y Oaxaca aunque se desconocen las especies presentes (Carrillo-
Sanchez 1993, Cortez-Mondaca et al. 2010, Cruz-Sosa et al. 2010, Ordofiez-Garcia et
al. 2015).

1.3.2 Archytas marmoratus

En Durango se ha encontrado en menor abundancia que el género Lespesia, pero no
se colectd en el municipio de Gpe. Victoria, se presento en los tres meses muestreados
(junio-agosto), en seis de los siete sitios, este parasitoide ya habia sido encontrado
para Durango por Fregoso-Maduefio (2012). En México, A. marmoratus se encuentra
distribuido en Tamaulipas (Covarrubias-Dimas et al. 2000), Yucatan (Delfin-Gonzélez
et al. 2007), Nayarit (Estrada-Virgen et al. 2013), Coahuila (Rios-Velasco et al. 2011),
Morelos (Bahena-Juéarez et al. 2010), y Chiapas (Ruiz-N§jera et al. 2008). De acuerdo
a Molina-Ochoa et al. (2003), A. marmoratus, A. incertus (Macquart 1851), y A. analis
(Fabricius 1805) son las especies de Archytas que predominan como parasitoides del

gusano cogollero en México.

1.3.3 Winthemia deilephilae

Constituye un nuevo registro para Durango y es ademas un nuevo registro de
hospedero para S. frugiperda. En Durango, W. deilephilae fue la especie menos
frecuente y menos abundante, solo seis individuos en tres de los siete sitios
muestreados. EI CNRCB (1999) reporta otras especies de este género como
parasitoides de gusano cogollero: W. quadrispustulata (Fabricius, 1794),
tentativamente también encontrada en Yucatan (Delfin-Gonzéalez et al. 2007), W.
reliqgua (Cortes & Campos 1971), y W. rufopicta (Bigot 1889). El género ha sido
reportado para Chiapas y Yucatan (Carillo-Sanchez 1993, Delfin-Gonzélez et al. 2007,

Ruiz-Néjera et al. 2008), asi como para México en general (Molina-Ochoa et al. 2003).
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CAPITULO II. NUEVOS REGISTROS DE BRACONIDOS PARASITOIDES DE
GUSANO COGOLLERO SPODOPTERA FRUGIPERDA (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) EN DURANGO, MEXICO
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2.1 INTRODUCCION

Los parasitoides de la familia Braconidae después de Ichneumonidae representan la
familia de mayor riqgueza taxondmica del orden Hymenoptera (Coronado y Zaldivar
2014). A nivel mundial se reconocen 45 subfamilias, 1,103 géneros y 21,221 especies
validas de Braconidae (Yu et al. 2016). En México aunque se han realizado en los
altimos afos intentos importantes de clasificar y describir especies de esta familia, se
encuentran solo 36 subfamilias, 319 géneros, 707 especies determinadas y 845
morfoespecies (Coronado 2013).

Dentro de esta familia se encuentra el género Meteorus Haliday, 1835, parasitoides
koinobiontes de coledpteros y lepidopteros, compuesto por 356 especies descritas
(Aguirre et al. 2015; Yu et al. 2016). Para la region Neartica se han reportado 37
especies de Meteorus, tres de ellos como parasitoides de gusano cogollero (Gutiérrez
et al. 2015a; Yu et al. 2016), sin embargo, en Durango, hasta el momento se han
registrado Unicamente dos morfoespecies de Meteorus (Garcia et al. 2013) y la
especie Meteorus laphygmae Viereck, 1913 (Bahena 2008).

La complejidad en la identificacion de las especies de este género se debe
principalmente a los caracteres que comparten entre individuos de distinta especie o
en las diferencias entre individuos de la misma especie (polimorfismos o patrones de
color). En Durango hasta el momento sélo se ha realizado la identificacion parcial de
parasitoides del género Meteorus que tienen como hospedero a gusano cogollero, por
lo que el objetivo de este trabajo fue realizar un estudio mas detallado con la finalidad
de conocer las especies de bracénidos parasitoides del gusano cogollero en maiz en

el Estado.

2.2 MATERIALES Y METODOS

2.2.1 Material Bioldgico

El estudio se realiz6 en la regiéon de los Valles, Los Llanos y las Quebradas del Estado

de Durango a altitudes entre 1,840 y 2,316 msnm (seis municipios: Guadalupe Victoria,
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Panuco de Coronado, Santiago Papasquiaro, Mezquital, Canatlan y Durango y ocho
localidades: Morcillo, Col. Minerva, Francisco |. Madero, J. Guadalupe Aguilera, Col.
Hidalgo, Carr. Mazatlan y La Ferreria, Durango), ubicados entre la latitud-longitud
24.9636N-105.4190 y 23.959N-104.804N. Las recolectas de larvas de los primeros
estadios de gusano cogollero se realizaron cada afio en los ciclos primavera-verano
2014 a 2017, en cultivos de maiz, donde no se aplicaron insecticidas quimicos, éstas
se depositaron de forma individual en vasos de plastico con dieta artificial (Ashby 1972)
en una camara de cria (25 a 27 °C, 60 % de H. R., fotoperiodo 14:10 H: L) en el CIIDIR-
IPN Unidad Durango, hasta que alcanzaron su desarrollo completo o emergio el

parasitoide.

2.2.2 Identificacién Taxondmica

Se usaron las claves taxonomicas de Wharton et al. (1997) y la clasificacion
taxondémica segun Yu et al. (2016). La identificacién de especies de Meteorus fue
corroborada a través de la comparacion del material preservado con especimenes de
referencia de la Coleccion de insectos del Museo MIFA de la Universidad Autbnoma
de Tamaulipas y del Colegio de Posgraduados, ademas se utilizaron las diagnosis
publicadas en Aguirre et al. (2011, 2015), Muesebeck (1923).

2.3 RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1 Identificacion Morfologica

Se colectaron un total de 7,867 larvas, de las cuales emergieron 929 parasitoides: 669
himendpteros y 260 dipteros, de ellos se analizaron 56 especimenes (29/2014,
12/2015, 2/2016 y 13/2017), cuatro de la subfamilia Homolobinae (resultados no
mostrados en este trabajo) y 52 de la subfamilia Euphorinae, 31 presentaron todos los
caracteres taxonomicos de pertenecer a Meteorus arizonensis Muesebeck, 1923 y 21

parasitoides coincidieron con la diagnosis de M. laphygmae. A continuacién se
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presenta su distribucion a nivel mundial y en México, asi como algunos aspectos de

su biologia.

2.3.2 Meteorus laphygmae Viereck, 1913

Distribucion mundial. Estados Unidos (Louisiana, Nuevo México, Tenessee, Texas;
introducida a Florida y Hawai), México, Costa Rica, Nicaragua, Honduras, Surinam,
Brasil, Chile, Colombia, Venezuela, Region Neartica, Neotropical y Oceéanica (Yu et al.
2016).

Distribucion en México. Baja California, Chiapas, Chihuahua, Ciudad de México,
Coahuila. Colima (ex S. frugiperda), Durango (ex S. frugiperda), Estado de México,
Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Michoacan (ex S. frugiperda), Morelos, Nayarit (ex S.
frugiperda), Nuevo Leon, Oaxaca, Puebla, Sinaloa [ex S. exigua (Hubner)]; Sonora,
Puebla, Tamaulipas (ex S. frugiperda), Veracruz, Yucatan (Alvarado 1987; Carrillo
1993; Molina et al. 2001; 2003; Coronado et al. 2004; Hoballah 2004; Bahena 2008;
Jourdie et al. 2008; Gonzalez et al. 2011; Rodriguez et al. 2014; Gutiérrez et al. 2015b;
Villegas et al. 2015).

Distribucion en Durango. Registrado por Bahena (2008) sin localidad exacta. Se
registra para Col. Minerva, Francisco |. Madero, Guadalupe Victoria, La Ferreria y

Santiago Papasquiaro (nuevos registros) (Fig. 4.1).

Figura 2.1. Adulto de Meteorus laphygmae ¢ (vista lateral).
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Material examinado. 21 parasitoides, todos hembras. México. Durango, colectados
en cultivos de maiz, Col. Minerva, 1,881 msnm, 21/VII1/14 (3%), 23/VI/15 (2%), 3/VIII/15
(19), 22/VII/16 (19); Francisco |. Madero, Panuco de Coronado, 1.891 msnm,
7IVIN/14 (39), 30/VI/15 (19); Guadalupe Victoria, 2.018 msnm, 9/VII/14 (19), 30/VI/15
(19); La Ferreria, Sebastian Lerdo de Tejada, 1,894 msnm, 8/VIIl/14 (19); Santiago
Papasquiaro, 1,840 msnm, 12/VIll/14 (29), 26/VIII/14 (59), coll. M.B. Gonzélez-
Maldonado.

Comentarios. El mayor niamero de parasitoides se colectd de la Col. Minerva y
Santiago Papasquiaro (7 en cada uno). M. laphygmae tuvo un desarrollo similar a M.
arizonensis, pero sus caracteristicas morfologicas fueron diferentes, la mas
representativa fue el color amarillo en todo el cuerpo del espécimen adulto y que no
existieron variaciones en los patrones de color tan marcadas en el mesosoma como
en M. arizonensis.

Biologia. Las pupas de los parasitoides generalmente emergieron en
aproximadamente una semana de larvas de los primeros estadios de desarrollo del
gusano cogollero, S. frugiperda. Bahena (2008) cita que la hembra ataca larvas
pequefias del gusano cogollero del maiz. Cuando la larva ha matado a su huésped,
emerge formando un capullo separado del cadaver del hospedero; los adultos tienen
habitos nocturnos pero son localizados en los habitats de las larvas herbivoras de sus

hospederos lepidépteros.

2.3.3 Meteorus arizonensis Muesebeck, 1923

Distribucion mundial. Canada (Alberta), Estados Unidos (Arizona, Nuevo México,
Texas), México, Colombia, Honduras, Nicaragua, Regién Neértica y Neotropical (Yu et
al., 2016).

Distribucion en México. Chihuahua (Ordofiez et al., 2015 - ex S. frugiperda), Nayarit
(Gutiérrez et al., 2015a; 2015b - ex S. frugiperda) y Durango.

Distribucion en Durango. Canatlan, Col. Minerva, Francisco |. Madero, Guadalupe
Victoria, La Ferreria, Santiago Papasquiaro, Morcillo (nuevos registros). Ademas,

nuevo registro en el Estado como parasitoide del gusano cogollero.
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Material examinado. 31 parasitoides (134, 18%), México. Durango. Canatlan, 1,946
mnsm, cultivos de maiz, 9/VII/15 (19), 26/VIII/17 (129); Col. Minerva, 1,881 msnm,
13/VII14 (19Q), 12/VII/14 (28), 8IVIINL4 (13), 21NVII/14 (19,18), 7VINAS (18),
13/VII/17 (19); Francisco |I. Madero, Panuco de Coronado, 1,891 msnm, 12/VIl/14
(19), 30/VI/15 (13), 16/VI/17 (22,13), Guadalupe Victoria, 2,018 msnm, 9/VII/14 (13),
30/VI/15 (12,18), Morcillo, 1,925 msnm, 31/VIII/16 (1J); La Ferreria, Sebastian Lerdo
de Tejada, 1,894 msnm, 8/VIIl/14 (12, 23), 7/VII/15 (1Q); Santiago Papasquiaro, 1,840
msnm, 12/VIII/14 (12,13), 26/VII/14 (19), 9/VII/L5 (12), 13/VII/17 (49), coll. M.B.
Gonzélez-Maldonado.

Comentarios. El mayor niumero de parasitoides se obtuvieron de la Col. Minerva y
Santiago Papasquiaro (ocho en cada uno). Fue la especie que se presenté en mayor
abundancia (31 parasitoides).

Se observaron caracteres distintos entre especimenes de la misma especie: coloracion
del cuerpo, patrones de coloracion en el mesosoma y tamafio del cuerpo. Es posible
que debido a estos cambios de coloracion anteriormente se haya identificado
erroneamente dentro de M. laphygmae. Esos cambios en coloracién también ocurren
en Meteorus pulchricornis Wesmael, 1835 (Lepidotera: Noctuidae) que presenta
variaciones en el color del mesonotum, propodeum y tergitos metasomales cuando los
cocones son sometidos a distintas temperaturas (15, 20, 25, 30 °C) en laboratorio (Abe
et al., 2013), en nuestros individuos estos cambios pudieron ocurrir de forma natural
en campo, resultando en un cambio en la coloracién en partes del cuerpo, al ganar
temperatura, de forma favorable esto puede incrementar su capacidad de vuelo,

siendo la misma especie (M. arizonensis-en este estudio) (Fig. 2).
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Figura 2. 2. Variaciones morfolégicas en adultos de M. arizonensis (a &, b-c Q) (vista
frontal y lateral).

Biologia. Se ha reportado como parasitoide solitario de Helicoverpa zea Boddie, 1850

(Lepidoptera: Noctuidae) y S. frugiperda (Yu et al., 2016).

En México, han sido reportadas ocho especies de Meteorus: [M. arizonensis, M.
autographae Muesebeck, 1923, M. euschausiae Muesebeck, 1923, M. hyphantriae
Riley, 1887, M. kraussi Muesebeck, 1958, M. laphygmae, M. rubens (Nees, 1811) y M.
versicolor (Wesmael, 1835)], de los cuales: M. arizonensis, M. autographae, M.

laphygmae y M. Rubens son parasitoides de gusano cogollero (Yu et al., 2016).

2.4 CONCLUSIONES

Santiago Papasquiaro ha sido el municipio donde se tiene la mayor abundancia de
parasitoides de la familia Braconidae, especificamente del género Meteorus
reportados en este estudio. M. arizonensis es nuevo registro en Durango, México y
como parasitoide del gusano cogollero en maiz, siendo una contribucion al

conocimiento del género Meteorus en México.
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CAPITULO lll. ANALISIS DE SECUENCIAS DEL GEN DEL CITOCROMO
OXIDASA C REGION | SUGIEREN UNA ALTA CERCANIA GENETICA ENTRE
CHELONUS INSULARIS Y CHELONUS SONORENSIS (HYMENOPTERA:
BRACONIDAE)
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3.1 INTRODUCCION

Braconidae después de Ichneumonidae, constituyen la familia mas numerosa del
orden Hymenoptera, con alrededor de 17,605 especies descritas, aunque se estima
gue sean alrededor de 40,000 (Saavedra-Aguilar 2009, Aguirre-Fernandez 2009).
Cheloninae es una subfamilia moderadamente grande dentro de la familia Braconidae.
La subfamilia comprende mas de 1,300 especies descritas en el mundo. Los miembros
de esta subfamilia estan presentes en todas las regiones geogréficas (Edmardash et
al. 2011, Kittel and Austin 2014).

Los parasitoides de la subfamilia Cheloninae son conocidos por ser endoparasitoides,
koinobiontes de huevo-larva, solitarios de muchas familias de lepidépteros, y pueden
ser considerados como potenciales agentes de control biolégico (Edmardash et al.
2011, Nascimento and Penteado-Dias 2011, Aydogdu and Beyarslan 2002).

En México, se han reportado parasitoides de gusano cogollero S. frugiperda de
importancia en la regién neartica y neotropical, donde destacan: Campoletis
sonorensis Cameron 1886 (Hymenoptera: Ichneumonidae) y Ch. insularis (Jourdie et
al. 2008, 2010, Gonzélez-Maldonado et al. 2014), debido a su frecuencia, distribucién
y porcentaje de parasitismo. En Durango, en los ultimos cinco afios (2012-2017) Ch.
insularis ha sido el parasitoide encontrado con mayor frecuencia, siendo ademas la
especie mas ampliamente distribuida en México (84.4%) (Gonzalez-Maldonado et al.
2014), sin embargo, las tres especies de Chelonus que se han presentado en México:
Ch. cautus, Ch. insularis y Ch. sonorensis (CNRCB 1999, Cervantes-Ordofiez 2010,
Rodriguez-Mota et al. 2014) y las cuales han sido reportadas por nosotros en la region
maicera de Durango, presentan diferencias morfoldgicas que nos podrian indicar que
se trata de especies distintas y morfolégicamente distinguibles o que presentan
patrones clinales, es dificil agruparlas en especies, por lo que las limitaciones en la
identificacion en base a caracteres morfolégicos crean la necesidad del reconocimiento
de especies por medio de caracteres genéticos, como lo son el empleo de un
fragmento del gen Citocromo ¢ Oxidasa | y el Citocromo b (Cytb) (Tilmon et al. 2000,
Erlandson et al. 2003, Zhu et al. 2004, Jourdie et al. 2008, Kieu et al. 2013), estas

herramientas son eficaces para estimar la variacién dentro de poblaciones y especies,
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para asi probar diferentes hipotesis taxondmicas. Los caracteres genéticos son
universales y tienen la ventaja de evidenciar la base genética de la variacion (Escobar-
Camacho 2013).

El estudio de la variabilidad genética es una medida del potencial evolutivo de las
especies para responder a diversos factores asociados a sus habitats y a la adaptacion
a lo largo del tiempo, afectando asi la estructura genética de las poblaciones
(Rodriguez-Romero et al. 2011, Toro and Caballero 2005). Esta variabilidad dentro y
entre poblaciones es el producto de diversos factores, entre los que se encuentra la
deriva genética, migracion, seleccion natural y la expansién o fragmentacién de su
habitat (Jackson et al. 2012, Joly et al. 2009, Kieu et al. 2013).

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue: Determinar la variabilidad genética
presente en Ch. cautus, Ch. sonorensis y Ch. insularis colectados en Durango,

empleando caracteres genéticos.

3.2 MATERIALES Y METODOS

3.2.1 Material Biolégico

El estudio se realizé en ocho localidades que corresponden a cinco municipios
[Santiago Papasquiaro, Panuco de Coronado, Canatlan, Guadalupe Victoria y
Durango, Dgo.] pertenecientes a la parte central, central oeste y sur del Estado de
Durango. El area de estudio comprendid la region de los Valles, los Llanos y las
Quebradas, con altitudes que van de 1,884 a 2,319 msnm con clima semiseco
templado (Garcia-Gutiérrez et al. 2013, Gonzéalez-Maldonado et al. 2014). Las colectas
se realizaron en el ciclo primavera-verano 2015 y 2016, en cultivos de maiz. Se
colectaron 150 larvas de gusano cogollero por sitio en plantas en etapa de verticilo,
cada 15 dias. Las larvas se depositaron en vasos de plastico con dieta artificial (Ashby
1972) en una camara de cria a una temperatura de 25 a 27 °C, humedad relativa de
60% y un fotoperiodo de 14:10 H: L), hasta que alcanzaron su desarrollo completo o
emergio el parasitoide, luego fueron colocados de forma individual en viales de plastico

con alcohol al 96% y se almacenaron a -20°C, después se separaron a nivel de género
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usando las claves taxondmicas de Wharton et al. (1997). La identificacion de especies
fue realizada por el Dr. Alejandro Gonzalez-Hernandez, a través de la comparacion del
material preservado con especimenes de referencia de la Coleccion de Insectos
Benéficos Entomoéfagos de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad

Auténoma de Nuevo Ledn.

3.2.2 Extraccién de ADN

Se utilizaron 19 individuos, separados de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas
(Tabla 3.1), sin embargo, la especie mas abundante fue Ch. insularis con 14 individuos,
seguida por Ch. sonorensis con dos ejemplares y Ch. cautus con tres. EI ADN
gendmico total se aislé por individuo empleando el kit de extraccibn de ADN de
Promega, siguiendo las indicaciones del fabricante. A partir del ADN aislado se realizo
la amplificacién de un fragmento del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa | (COl), en

los diferentes individuos.

Tabla 3.1. Datos de colecta y numero de acceso del GeneBank de los ejemplares

analizados.
Localidad y/o Fecha Especie Latitud Longitud Clave acceso

Cédigo Municipio colecta Chelonus GeneBank
Al Col. Minerva, Dgo 08/08/2016 sonorensis ~ 23.932 -104.475 MH890657
A2 Col. Minerva, Dgo 12/07/2016 sonorensis 23.966 -104.437 MH890658
B Ferreria, Dgo. 14/06/2015 insularis 23.957 -104.632 MH890659
B1 Ferreria, Dgo. 26/06/2016 insularis 23.959 -104.629 MH890660
C1l Canatlan 23/08/2015 insularis 24.448 -104.707 MH890661
Cc2 Col. Minerva, Dgo 12/07/2016 insularis 23.966 -104.437 MH890662
C3 Canatlan 14/06/2015 insularis 24.476 -104.716 MH890663
D Canatlan 14/06/2015 insularis 24.476 -104.716 MHB890664
D1 Canatlan 23/08/2015 insularis 24.448 -104.707 MHB890665
D3 Fco. | Madero, Panuco 07/08/2016 insularis 24.177 -104.546 MH890666
E Col. Minerva, Dgo 26/06/2016 insularis 23.965 -104.439 MHB890667
El Ferreria, Dgo. 30/05/2015 insularis 23.960 -104.628 MH890668
E2 Stgo. Papasquiaro 26/08/2016 insularis 25.140 -105.433 MHB890669
E3 Col. Minerva, Dgo. 08/08/2016 insularis 23.932 -104.474 MH890670

E4 Canatlan 14/06/2015 insularis 24.476 -104.716 MH890671
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E5 Canatlan 14/06/2015 insularis 24.476 -104.716 MH890672
F2 Carr. Mezquital, Dgo.  24/06/2016 cautus 23.974 -104.575 MH890673
F Carr. Mezquital, Dgo.  24/06/2016 cautus 23.974 -104.575 MH890674
F1 Carr. Mezquital, Dgo.  24/06/2016 cautus 23.974 -104.575 MH890675

3.2.3 Amplificacién y Secuenciacion

El gen mitocondrial (mtADN) fue parcialmente amplificado usando los oligonucleétidos
HCO-2198 (5’-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3’) (adelante) y LCO-1490
(5-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3’) (reversa) reportados por Folmer et
al. (1994).

Las condiciones de PCR fueron: 1 min 30 s a 94°C, desnaturalizacion 35 ciclos a 94°C
(1 min), alineacion 50°C (1 min), extensiéon 72°C 1 min y una extension final a 72°C (5
min) en un ciclador térmico 9600 Labnet (Labnet International, Inc., Edison, New
Jersey) utilizando de 50 a 150 ng de ADN, 0.40 pmol de cada oligonucleétido, 2.5 mM
de MgClz, 0.2 mM de cada dNTPs (Promega, Madison Wisconsin), 1X de solucion
amortiguadora de reaccion en cadena de la polimerasa y 1 unidad de Taq polimerasa
(Promega) en un volumen final de 50 uL (Jourdie et al. 2008, 2010). Los productos
amplificados de PCR se visualizaron via electroforesis en geles de agarosa al 1%
tefidos con bromuro de etidio y observados en un transiluminador UV a 430 nm. Los
productos de doble cadena se purificaron utilizando el sistema de purificacion Wizard
SV Gel and PCR Clean-up System.

Los productos amplificados fueron secuenciados en un secuenciador Applied
Biosystems 310 Genetic Analyzer utilizando el método Big Dye Terminator (Applied
Biosystems Inc., Foster City, California). Los archivos de secuencias fueron editados
y alineados utilizando Sequencher 4.1 (Sequencer 2010).

3.2.4 Andlisis Moleculares
Las secuencias resultantes se tradujeron a proteinas para confirmar la identidad de los

fragmentos (Wernersson and Pedersen 2003). La alineacion mdltiple se realizé usando

Clustal X (Thompson et al. 1997), con costos de apertura (gap opening costs) = 50,
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extension de huecos (gap extension) = 6.6, retraso divergente de secuencias (delay
divergent sequences) = 30%, y el peso de transicion ADN (DNA transition weigh) = 0.5
(Harrison and Langdale 2006).

La diversidad genética dentro de las especies se midi6 como la diversidad de
haplotipos (h), el nimero de haplotipos privados (P), y la diversidad de nucleotidos (p),
estos analisis se realizaron utilizando Arlequin version 3.5.1.21 (Excoffier and Lischer
2010) y DnaSP version 5.1 (Librado and Rozas 2009).

La estructura de la poblacion se explor6é a través de andlisis de varianza molecular
(AMOVA) utilizando Arlequin version 3.5.1.21 (Excoffier and Lischer 2010). Se analiz6
la estructura genética entre los diferentes individuos. Se calculé la suma de los
cuadrados de desviacion (SSD) y el indice de Harpending’s-Raggedness (Harpending
1994) para evaluar el ajuste de los datos observados se utilizé el modelo de expansion
demografica o modelo de rango geografico subita. La distribucion de falta de
coincidencia se compard con las distribuciones esperadas bajo modelos de expansién
demografica subita (Rogers and Harpending 1992) y la expansion espacial subita
(Excoffier 2004, Rozas 2009). Los pardmetros del modelo (hO, hl y s) se estimaron
utilizando un modelo no lineal por minimos cuadrados generalizado, los intervalos de
confianza obtenidos mediante bootstrap paramétrico con 1,000 repeticiones
(Schneider and Excoffier 1999). Las SSDs obtenidas mediante las 1,000 réplicas de
bootstrap se utilizaron para calcular el desvio del ajuste entre las distribuciones
desiguales observadas y esperadas (Slatkin and Hudson 1991, Schneider and
Excoffier 1999).

Para la prueba de las desviaciones de la neutralidad, se utilizaron los estadisticos de
prueba de Tajima (D) (Tajima 1983, 1989) y el indice de fijacién Fst de Fu (Fu 1997),
para la muestra completa. La significancia estadistica se evalué mediante la
comparacion de los valores estadisticos observados con los valores esperados en
base a 1,000 simulaciones coalescentes neutrales. Se estimé el flujo de genes
mediante el célculo del nUmero de migrantes por generaciéon (Nm) en base a los
valores de Fsr, utilizando el modelo de Hudson et al. (1992) a partir de la férmula
propuesta por Wright (1951). Todos los parametros de la poblacion se estimaron

utilizando Arlequin version 3.5.1.21 (Excoffier and Lischer 2010).
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Se construy6 una red tipo median-joining utilizando Networks version 4.1.0.3 (Bandelt
et al. 1999) para describir los patrones de similitud entre especies y potenciales
relaciones ancestro-descendiente. El ancestro fue Stephanus serrator Fabricius, 1798
(Hymenoptera: Stephanidae) un parasitoide de barrenadores de &rboles (origen
Aleman).

Para determinar la fiabilidad de las inferencias, se determing la saturacion en las
secuencias obtenidas (Hulsey et al. 2004). Con base en las secuencias, los pardmetros
de probabilidad mas adecuados para determinar el modelo evolutivo se utilizé la
prueba del criterio de informacion de Akaike (AIKc) en el programa jModeltest version
3.7 (Darriba et al. 2012). jModeltest revelé que el modelo mas adecuado para el
andlisis del fragmento COlI mtADN fue GTR+G. Por lo que, la busqueda de maxima
verosimilitud se realizé utilizando GTR+G como modelo de evolucién de nucleétidos y
10,000 repeticiones de arranque utilizando RAXML version 7.0.4 (Stamatakis 2006,
Stamatakis et al. 2008). El analisis posterior de probabilidad (Rannala and Yang 1996)
se realizé utilizando el modelo evolutivo antes mencionado mediante la version 3.0b4
programa MrBayes (Ronquist and Huelsenbeck 2003). Los célculos de probabilidad
bayesiano posterior se llevaron a cabo en un intervalo de diez millones de
generaciones, las muestras fueron tomadas cada 1,000 generaciones, descartando
los primeros 1,000 arboles muestreados (como burn-in o pre-corrida) para reducir
sesgos en los célculos de las probabilidades posteriores. El soporte de los nodos se
determiné mediante las probabilidades posteriores de ellos (Huelsenbeck et al. 2002,
Ronquist y Huelsenbeck 2003). Para cada método de reconstruccién se realizaron tres
ensayos independientes para determinar la solidez de la reconstruccién filogenética.
La informacién de las secuencias del COI del mtADN se sometieron a la base de datos
del GeneBank, los numeros de acceso son: MH890657 y MH890658 (Ch. sonorensis),
MH890659 a MH890672 (Ch. insularis), y MH890673 a MH890675 (Ch. cautus) (Tabla
2.1).

3.3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1 Identificacion Fenotipica
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Al revisar la diagnosis de las especies de Chelonus, los ejemplares analizados en este
trabajo se agruparon en tres especies nominales: Ch. insularis, Ch. sonorensis, Ch.

cautus.

3.3.2 Analisis Moleculares

Los fragmentos amplificados estuvieron entre 695 y 710 pb, editando las secuencias y
ajustandolas a 650 pb. Respecto al AMOVA, se observo la maxima distribucion de la
varianza al formarse dos grupos grupo 1: Ch. insularis + Ch. sonorensis y grupo 2: Ch.
cautus esto indica que los grupos son distintos entre si (Fsc=0.02289, p=0.011 al 95%
de confianza), no existe diferencia al interior de éstos (Fst=0.97679, p=0.43 al 95% de
confianza) (Fig. 3.1), estos fueron comparados con el grupo 3: Ch. insularis de
diferentes estados de la Republica Mexicana, se indica la clave asignada en el
GeneBank (Jourdie et al. 2008). La distribucién no pareada del ADN (Mismatch
distribution), mostr6 dos picos que refuerza la existencia de dos grupos
correspondientes a los grupos 1 y grupo 2 y cada uno de ellos presentaron un
incremento poblacional subito.

Respecto a las pruebas de neutralidad, estas resultaron ser no diferentes a cero
(D=0.09354, p=0.89450; F=-0.39498, p=0.0890), por lo se asume la neutralidad
evolutiva (no existe seleccién positiva 0 negativa). Asimismo, el valor negativo de F de
Fu es indicativo de una expansion poblacional subita. El calculo del niumero de
migrantes por generacion para las especies fue de Nm=2.2 individuos efectivos entre
las especies del grupo 1, lo que indica un fuerte intercambio de migrantes efectivos

entre ellos (migrantes que dejan descendencia a la siguiente generacion).
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Figura 3.1. Arbol filogenético que muestra la comparacion de grupos de Chelonus sp.

De acuerdo a la red haplotipica y a la matriz de distancias (Fig. 2.2) se puede observar
gue aun cuando se comparan especies diferentes como Ch. insularis y Ch. sonorensis,
la diferenciacion genética entre éstas es de 0.3%, formando un solo grupo, lo que nos
indica que son genéticamente cercanos; a excepcion de Ch. cautus, que se encuentra
a una distancia de este grupo compacto del 17.8%, lo cual lo sitia muy lejos de este
grupo, ademas el tamafio de los individuos del parasitoide Ch. cautus es
significativamente mas pequefio (morfoldgicamente hablando) que las especies Ch.
insularis y Ch. sonorensis siendo considerado como un Microchelonus (Jourdie et al.
2008), si se observa su distancia genética en relacion al grupo 1 podria indicarnos que
Ch. cautus pertenece a otra especie distinguible, por ésta y otras razones geneéticas,
como el soporte en las ramas de los analisis bayesianos y de maximo similitud (Fig.

3.2), estos resultados son comparables a los reportados por Jourdie et al. (2008),
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quienes relacionan otras especies de parasitoides de gusano cogollero con Ch.
insularis 'y Ch. cautus, encontrando distancias genéticas (divergencias inter-
especificas) similares a las reportadas en ese trabajo (14.5%), dentro de la misma
especie la distancia fue de 2.7% con un promedio de 0.5% con Ch. cautus, mientras
qgue Ch. insularis presento ausencia en su diferenciacion genética (0%), siendo no
coincidente con lo reportado en este estudio.

Algo significativo en estas especies es que presentan dimorfismo sexual (grupo 1), lo
qgue indica que ambas (Ch. insularis y Ch. sonorensis), pertenecen a Ch. insularis,
siendo el macho Ch. sonorensis y la hembra Ch. insularis (Cameron, 1887), lo que

explica en gran medida los resultados obtenidos.

. Chelonus cautus

Chelonus insularis

. Chelonus sonorensis

1 2 3
Chelonus insularis 0.1
Chelonus sonorensis 0.1 0.1
Chelonus cautus 17 17 0.5

Figura 3.2. Red haplotipica y matriz de distancias entre especies de Chelonus.

Kieu et al. (2013) encontraron que varias poblaciones geogréficas y poblaciones del
parasitoide asociadas al huésped (maiz), exhibieron diferencias en la preferencia del
huésped, el rango de huéspedes y en la morfologia del adulto, estas diferencias han

sido generalmente interpretadas como indicativo de biotipos diferentes, las especies
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de Chelonus reportadas en este estudio provienen de diferentes poblaciones
geograficas (Tabla 2.1), atacando a gusano cogollero en maiz, presentaron diferencias
en las especies encontradas, tal como lo describen estos autores, sin presentar
diferenciacion genética evidente al interior del grupo 1.

La reconstruccion de las afinidades filogenéticas mostré que los ejemplares analizados
de Ch. insulares y Ch. sonorensis se encuentran en un solo grupo donde ambos estan
mezclados (sin formar grupos diferentes), a su vez, este grupo esta separado de otro
grupo de secuencias pertenecientes a Ch. insularis provenientes de otras partes de
México. En el caso de Ch. cautus, se observa que las secuencias obtenidas en este
trabajo tienden a formar un grupo que se aproxima mas a las secuencias

pertenecientes a Microchelonus (Fig. 2.1).
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CAPITULO VI. VARIABILIDAD GENETICA DE METEORUS HALIDAY, 1835
(HYMENOPTERA: BRACONIDAE) EN DURANGO, MEXICO



Maria Berenice Gonzalez Maldonado  CIIDIR-IPN Unidad Durango  Doctorado en Ciencias en Biotecnologia

4.1 INTRODUCCION

El gusano cogollero Spodoptera frugiperda J.E Smith, (Lepidoptera: Noctuidae)
econdmicamente es una de las plagas mas importantes que atacan el maiz en las
Ameéricas, recientemente en China, Africa y Europa (Jourdie et al., 2010, Blanco et al.,
2014, USDA, 2019). Para su control, se utilizan insecticidas quimicos, solo en maiz, la
cantidad de insecticida utilizada puede alcanzar las 30,000 toneladas de ingrediente
activo por afo (Blanco et al. 2010).

Una alternativa es el control biolégico que incluye a los enemigos naturales, de los
cuales los parasitoides se han utilizado como agentes reguladores de las poblaciones
de insectos. Los parasitoides de la familia Braconidae después de Ichneumonidae
representan la familia con la mayor riqgueza taxondmica del orden Hymenoptera
(Coronado y Zaldivar 2014). A nivel mundial, se reconocen 45 subfamilias, 1,103
géneros y 21,221 especies validas de Braconidae (Yu et al.2016). En México, aunque
se han realizado importantes intentos en los ultimos afos para clasificar y describir
especies de esta familia, existen 36 subfamilias, 319 géneros, 707 especies
especificas y 845 morfoespecies (Coronado 2013). Dentro de esta familia se encuentra
el género Meteorus Haliday, 1835, parasitoides koinobiontes de coledpteros y
lepidopteros, compuestos por 356 especies descritas (Aguirre et al.2015; Yu et
al.2016). Para la region antéartica, se han reportado 37 especies de Meteorus, tres de
ellas como parasitoides de gusano cogollero (Gutiérrez et al. 2015; Yu et al. 2016), sin
embargo, en Durango, hasta ahora solo se han registrado dos morfoespecies de
Meteorus (Garcia et al.2013) y la especie Meteorus laphygmae Viereck, 1913 (Bahena
2008).

La identificacion taxondmica basada en los caracteres morfologicos combinado con
los caracteres moleculares proporciona evidencia que permite una mejor comprension
de la biodiversidad, asi como la filogenia, la genética de poblaciones, la filogeografia
y la biogeografia. La genética molecular crea la necesidad del reconocimiento de
especies a través de caracteres genéticos como el uso de un fragmento del gen de la
citocromo c oxidasa, los genes codificadores de proteinas mitocondriales han jugado

un papel importante en muchos intentos de reconstruccion de la filogenia, ya sea solos
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0 en conjunto con otros genes, se amplifican facilmente debido a su alto nimero de
copias, y a menudo muestran algunos sitios de union de cebadores altamente
conservados (Quicke et al. 2012) y la transcripcion interna de ITS (Tilmon et al., 2000;
Erlandson et al., 2003; 2004 ; Kieu et al., 2013; Jourdie et al., 2008; Rosero-Galindo et
al., 2015). Estas herramientas son efectivas para estimar la variacion dentro / entre
poblaciones y entre especies para probar diferentes hipotesis taxondmicas. Los
caracteres genéticos son universales y tienen la ventaja de evidenciar la base genética
de la variacion (Escobar-Camacho, 2013). Sobre esto, Jourdie et al. (2008) realizaron
la identificacién de siete especies de parasitoides himendpteros de S. frugiperda,
utilizando amplificacién de la cadena de la polimerasa y digestidn por enzimas de
restriccion donde se incluyéo a M. laphygmae. Villegas-Mendoza et al. (2015)
caracterizaron la secuenciacion genética de M. laphygmae por COI.

En este trabajo, se analizé la variabilidad genética de las especies de parasitoides
Meteorus presentes en la regién maicera del Estado de Durango, debido a que hay
pocos estudios que se hayan llevado a cabo para su identificacion taxonémica y
genética en un género que presenta una gran complejidad taxonémica en relacién a la
delimitacibn de especies, utilizando caracteres morfolégicos combinados con

evidencias genéticas.

4.2 MATERIALES Y METODOS

4.2.1 Material biolégico

El estudio se realiz6 en ocho localidades correspondientes a cinco municipios
[Santiago Papasquiaro, Panuco de Coronado, Canatlan, Guadalupe Victoria y
Durango, Dgo.]. El area de estudio corresponde a la Region de los Valles, los Llanos
y las Quebradas, con altitudes que van desde 1,884 a 2,319 msnm con un clima
templado semiseco (Tabla 4.1). Las colecciones se realizaron en el ciclo primavera-
verano 2012 a 2017, en cultivos de maiz. Se recolectaron un total de 150 larvas de
gusano cogollero por sitio, cada 15 dias. Las larvas se colocaron en vasos de plastico

con dieta artificial (Ashby 1972) en una cAmara de cria a una temperatura de 25 a 27
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°C, humedad relativa del 60% y un fotoperiodo de 14:10 H: L, hasta que llegaron a su
emergencia. Los parasitoides que emergieron se colocaron individualmente en viales
de plastico con 96% de alcohol y se almacenaron a 20°C. La identificacion de especies
se realizé utilizando las claves taxondmicas de Wharton et al. (1997) para reconocer
subfamilias y géneros de los especimenes recolectados. La identificacion de las
especies de Meteorus fue corroborada a través de la comparacion del material
preservado con especimenes de referencia de la Coleccion de Insectos del Museo
MIFA de la Universidad Autbnoma de Tamaulipas y el Colegio de Postgrado, asi como
con la diagnosis de la especie, publicado en Aguirre et al. (2011, 2015), Muesebeck
(1923). Los especimenes de referencia de las especies recolectadas se depositaron
en el CIIDIR-IPN Unidad Durango.

Tabla 4.1. Fechas y sitios de colecta de gusano cogollero, primavera-verano (2015-
2017).

Localidad Ubicacién Altitud

(msnm)
Sebastian Lerdo de Tejada, 1.23° 57 36.3" N 104° 37° 40.8" O 1898
La Ferreria, Dgo. 2.23°57°24.9” N 104° 37’ 54.0" O 1889
3.23°57°33.6" N 104° 37’ 43.9" O 1884
4.23° 57 29.1" N 104° 37° 48.5" O 1906
Col. Minerva, Dgo. 1.23° 57 54.3’ N 104° 26’ 19.3" O 1876
2.23°57°'59.3’ N 104° 26’ 14.4” O 1887
3.23° 55 57.6" N 104° 28’ 28.3" O 1882
4.23° 56 22.1" N 104° 27" 37.9" O 1881
Francisco |I. Madero, Panuco de 1.24°11°46.9" N 104° 31° 47.5” O 1870
Coronado 2.24°10'43.4" N 104° 33° 01.7 0O 1872
3.24° 10 39.2" N 104° 32° 45.3" O 1870
4.24° 23 20.7" N 104° 20’ 06.6” O 1954
J. Gpe. Aguilera, Sta. Lucia, 1.24° 28 33.2" N 104° 42'56.6” O 1957
Canatlan 2.24° 28 33.2" N 104° 42'56.6” O 1957
3.24° 28 30.3’ N 104° 43 01.3’ O 1925
4.24° 26’ 55.5" N 104° 42’' 23.4" O 1948
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Mezquital, Dgo. 1.23° 58 25.9” N 104° 34’ 28.8" O 1868
2.23° 57 36.3’ N 104° 37" 40.8" O 1898

3.23°57'59.3" N 104° 26’ 14.4” O 1887

4.23° 57 33.6" N 104° 37" 43.9" O 1884

Guadalupe Victoria 1.24° 25 58.0" N 104° 08’ 33.7" O 2018
2.24° 25 452" N 104° 09’ 21.8" O 2008

3.24° 25 58.0" N 104° 08’ 33.7" O 2021

4.24° 26’ 05.1” N 104° 08’ 52.1" O 2008

Santiago Papasquiaro 1.25° 01’ 28.4” N 105° 24°'20.9” O 1734
2.25° 01" 23.0" N 105° 24'06.3” O 1737

3.25° 07 27.4” N 105° 26'24.0" O 1695

4.25° 08 22.1” N 105° 25'57.0" O 1693

Carr. Mazatlan, Dgo. 1.23° 57 33.2" N 104° 48 15.5" O 2316
2.23°57°39.8" N 104° 48 04.8" O 2313

3.23°57°34.8" N 104° 48 18.3’ O 2322

4.23° 57 34.9" N 104° 48’ 38.5" O 2319

Datos de colecta: 1. 18-29 Junio, 2. 9-27 Julio, 3. 23-10 Julio-Agosto, 4. 27-7 Agosto-Septiembre.

4.2.2 Aislamiento de ADN

Se utilizaron 18 individuos, separados segun sus caracteristicas morfologicas (Tabla
4.2), la especie mas abundante fue M. laphygmae con cinco individuos, seguida de M.
arizonensis con cuatro especimenes (por duplicado). Se aislé el ADN gendémico total
por individuo usando el kit de extraccion de ADN (Promega), siguiendo las
instrucciones del fabricante. A partir del ADN aislado se realizé la amplificacion de un
fragmento del gen mitocondrial citocromo ¢ oxidasa | (COI), en los diferentes

individuos.

4.2.3 Amplificacion y Secuenciacion

El gen mitocondrial (ADNmt) se amplificoO parcialmente usando los oligonucleétidos
HCO-2198 (5-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3") (adelante) y LCO-1490
(5'-GGT CAA CAA ATC ATA AAG ATA TTG G-3 ") (inverso) por Folmer et al. (1994).

Las condiciones de la PCR fueron: 1 min 30 s a 94 °C, desnaturalizacion 35 ciclos a
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94 °C (1 min), alineacién 50 °C (1 min), extension 72 °C 1 min y extension final a 72
°C (5 min) en un termociclador Labnet 9600 (Labnet International, Inc., Edison, Nueva
Jersey) usando 50 a 150 ng de ADN, 0,40 pmol de cada oligonucleétido, 2,5 mM de
MgCl2, 0,2 mM de cada dNTP (Promega , Madison Wisconsin), 1X de tampén de
reaccion en cadena de polimerasa y 1 unidad de polimerasa Taq (Promega) en un
volumen final de 50 pL (Jourdie et al., 2008; 2010). Los productos amplificados de PCR
se visualizaron por electroforesis en geles de agarosa al 1% tefiidos con bromuro de
etidio y se observaron en un transiluminador UV a 430 nm. Los productos de doble
cadena se purificaron utilizando el sistema de purificacion Wizard SV Gel y PCR Clean-
up System. Los productos amplificados fueron secuenciados en un secuenciador
Applied Biosystems 310 Genetic Analyzer utilizando el método Big Dye Terminator
(Applied Biosystems Inc., Foster City, California). Los archivos de secuencias fueron

editados y alineados utilizando Sequencher 4.1 (Sequencer 2010).

4.2.4 Andlisis Molecular

Las secuencias resultantes se tradujeron en proteinas para confirmar la identidad de
los fragmentos (Wernersson y Pedersen 2003). La alineacion mdultiple se realizo
usando Clustal X (Thompson et al., 1997), con costos de apertura (costos de apertura
de huecos) = 50, extension de huecos (extension de huecos) = 6.6, retardo divergente
de secuencias (secuencias divergentes de retardo) = 30%, y el peso de transicién del
ADN = 0.5 (Harrison y Langdale 2006). La diversidad genética dentro de las especies
se midi6 como la diversidad de haplotipos (h), el nimero de haplotipos privados (P) y
la diversidad de nucledtidos (p), estos analisis se realizaron utilizando Arlequin version
3.5.1.21 (Excoffier y Lischer 2010) y version DnaSP 5.1 (Librado y Rozas 2009). La
estructura de la poblacion se explor6 mediante el andlisis de la varianza molecular
(AMOVA) con Arlequin version 3.5.1.21 (Excoffier y Lischer 2010). Se analizaron las
diferencias genéticas entre individuos. Calculamos la suma de los cuadrados de
desviacion (SSD) y el indice de Harpending's-Raggedness (Harpending 1994) para
evaluar el ajuste de los datos observados, utilizamos el modelo de expansion

demografica o el modelo de rango geografico repentino. La distribucién del desajuste
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se comparo con las distribuciones esperadas bajo modelos de expansion repentina de
la poblacion (Rogers y Harpending 1992) y expansion espacial repentina (Excoffier
2004, Rozas 2009). Los parametros del modelo (h0, hly s) se estimaron utilizando un

analisis no lineal por cuadrados minimos.

4.3 RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1 Identificacion Fenotipica

De acuerdo a la diagnosis de las especies de Meteorus, los especimenes analizados
en este trabajo se agruparon en dos especies nominales: M. arizonensis y M.
laphygmae (Tabla 4.2), dentro de estas especies se presentaron nueve morfotipos
(ANS568-ANS585) basados en las diferencias en el color del cuerpo y patrones
distintivos en el mesosoma de los parasitoides (imagenes que no se muestran en este
trabajo porque estan relacionadas con aspectos morfolégicos). En nuestro estudio los
individuos no fueron sometidos a ninguna prueba (cambios de temperatura durante su
ciclo biolégico), esto indica que aunque se presentaron nuevos morfotipos y aunque
las caracteristicas taxonémicas indican que corresponden a dos especies, de acuerdo

a su genética es una sola especie, con mas de 98% de identidad (Fig. 4.1).

Tabla 4.2. Datos de colecta de los individuos analizados taxondmicamente, las

especies a las que pertenecen y codigo de acceso en el GenBank®

Cdédigo Fecha de Localidad (municipio) Especies Cdédigo de
morfotipos colecta de acceso en el
Meteorus GenBank®
ANS568 30 jun 2017 Gpe. Victoria arizonensis MN309821
-- 12 agosto 2016 Santiago Papasquiaro laphygmae Sin secuencia
ANS572 30 jun 2017 Panuco de Coronado arizonensis MN309820
ANS574 8 agosto 2016 Col. Minerva, Durango laphygmae MN309815
ANS576 12 agosto 2016 Santiago Papasquiaro arizonensis MN309817
ANS578 8 agosto 2016 Fco. | Madero arizonensis MN309819
ANS580 12 agosto2016 Santiago Papasquiaro laphygmae MN309818
ANS582 21 agosto 2016 Col. Minerva, Durango laphygmae MN309814
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ANS584 21 agosto 2016 Sebastian Lerdo de laphygmae MN309816
Tejada. Dgo.

De acuerdo con Abe et al. (2013), ellos analizaron cuatro aislamientos monoparentales
de M. pulchricornis (parasitoide del gusano cogollero), los cuales se sometieron a
cuatro temperaturas diferentes, mostrando variaciones de color en el mesonoto, el
propodeo y los tergitos metasomales en relacion a la temperatura (15, 20, 25y 30 °C)
sin cambios en su genotipo, este fenomeno ha sido observado en diferentes érdenes
de insectos: ortopteros [Tetrix subulata L. 1758 (Orthoptera: Tetrigidae)], coleGpteros
[Adalia bipunctata L. 1758, Coleoptera: Coccinelidae)] (Valverde y Schielzeth 2015;
Muggleton et al. 1975).

4.3.2 Andlisis Molecular

Los fragmentos amplificados de COIl subunidad | fueron de 650 pb. La maxima
distribucion de la varianza se observo cuando se formaron dos grupos: el grupo 1:
Meteorus laphygmae y M. arizonensis (nueve morfotipos) de Durango y el grupo 2: M.
laphygmae (Puebla, Colima, Tamaulipas) (Jourdie et al. 2008, Villegas-Mendoza et al,
2015), especie indicada como predominante en la Republica Mexicana (Jourdie et al.
2008), debido a que nuestro grupo no se puede comparar con M. arizonensis, M.
autographae (Yu et al., 2016) (otros parasitoides de gusano cogollero en México), dado
que no tienen secuencias genéticas de estas especies en el genbank®, éste andlisis
indico que los grupos son diferentes entre si (FSC = 0.02289, p = 0.011 al 95% de
confianza), no hay diferencia dentro de ellos (FST = 0.97679, p = 0.43 al 95% de
confianza) (Fig. 4.1).
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Figure 4.1. Dendrograma del vecino méas cercano en morfotipos de Meteorus sp.

La comparacion del grupo Meteorus de Durango también se realizd con otros
parasitoides del género Meteorus en México como: M. rubens y M. versicolor. La
distribucién no pareada del ADN (Mismatch distribution), mostré dos picos que refuerza
la existencia de dos grupos correspondientes a los grupos 1y grupo 2 y cada uno de
ellos presentaron un incremento poblacional subito.

Respecto a las pruebas de neutralidad, estas resultaron ser no diferentes a cero
(D=0.09354, p=0.89450; F=-0.39498, p=0.0890), por lo se asume la neutralidad
evolutiva (no existe seleccidn positiva o negativa). Del mismo modo, el valor negativo
de F de Fu es indicativo de una expansion poblacional subita. El calculo del nimero
de migrantes por generacion para las especies fue de Nm=2.2 individuos efectivos
entre las especies del grupo 1, lo que indica un fuerte intercambio de migrantes
efectivos entre ellos (migrantes que dejan descendencia a la siguiente generacién).
Los morfotipos de Meteorus sp., encontrados en Durango, se agruparon

genéticamente en un solo grupo (distancia genética entre ellos de 0,0005), aunque
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taxondmicamente pueden pertenecer a dos especies diferentes (M. arizonensis y M.
laphygmae), pero genéticamente se encuentran alejados de M. laphygmae hasta con
una distancia genética de 0.118 (reportado por otros autores) (Tabla 3.3), con una
distancia de 0.163 y 0.105 para M. rubens y M. versicolor (especies de Meteorus
registradas en el GenBank® procedentes de México), y M. ruffis de otro pais (0. 212),
lo que indica que son especies diferentes, también se compararon con un grupo
externo: Homolobus truncator (género similar a Meteorus encontrado en la region de
maiz de Durango, la secuencia analizada fue de otros autores) (0.206) (Jourdie et al.,
2008) (Tabla 3). Jourdie et al. (2008) indicaron que las distancias genéticas
intraespecificas presentan numeros mucho mas bajos que las distancias
interespecificas, lo que indica que el fragmento de la subunidad | de citocromo c
oxidasa permite una distincion clara entre especies como en este caso. La informacion
de la secuencia de mtDNA COI se envio a la base de datos del GenBank® (cédigos
de secuencias MN309814-MN309821) (Tabla 4.2).

Tabla 4.3. Distancias genéticas dentro de (mitad inferior) y entre especies
(diagonales). Las distancias genéticas se calcularon con un modelo de sustituciéon de

pardmetros Kimura 2.

Species Meterorus M. M. M. rubens M. affinis

comparables sp. Dgo. versicolor laphygmae

Meterorus sp. Dgo.  0.0005

M. versicolor 0.105

M. laphygmae 0.118 0.108

M. rubens 0.163 0.137 0.150

M. affinis 0.212 0.211 0.177 0.243

H. truncator 0.206 0.216 0.194 0.240 0.255

El analisis de un fragmento del gen de la subunidad | de la citocromo c oxidasa se
propuso en este trabajo como un sistema de identificacion altamente efectivo, ya que
los genomas mitocondriales de especies relacionadas tienen una gran diversidad que
facilita su discriminacion, también ha sido desarrollado para identificar especies y
revelar especies morfologicamente cripticas sobre la base de la unicidad genética 'y la

agrupacion de secuencias.
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M. laphygmae (secuencias reportadas en GenBank®) se aleja del grupo de Meteorus
de Durango (M. laphygmae y arizonensis) en este estudio genético, aunque
taxondmicamente los caracteres coinciden con la diagnosis registrada hasta el
momento, por lo que podrian ser redescritos posteriormente, como ha sucedido con
otras especies que han sido identificadas errbneamente. Al comparar el grupo 1, de
Meteorus de Durango (M. laphygmae y arizonensis), este se aleja del grupo externo
con el que fue comparado H. truncator, lo cual es correcto porque son géneros
distintos, sin embargo, aunque varios de sus caracteres morfoldgicos coinciden, lo que
podria confundir a este grupo incluso con Zele sp (morfolégicamente hablando).

La reconstruccion de las afinidades filogenéticas mostré que los especimenes
analizados de Meteorus sp., estaban en un solo grupo donde sus caracteres basados
en patrones de color en el mesosoma estdn mezclados o son distintivos (no forman
grupos diferentes) por lo que representan variaciones morfolégicas, no relacionado
con la variacién genética a nivel de especie, a su vez, este grupo esta separado de
otro grupo de secuencias que pertenecen a Meteorus sp. y a M. laphygmae de otras

partes de México.
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CONCLUSIONES GENERALES

Este estudio ha permitido conocer las especies de parasitoides de la familia
Braconidae de gusano cogollero, una importante plaga de maiz en Durango y otros
Estados de la Republica Mexicana, asi como Asia, China, América Latina, Africa, entre
otros, las cuales presentaron variabilidad genética, taxondmicamente sus
caracteristicas coinciden con las diagnosis establecidas desde hace cientos de afios,
sin embargo genéticamente no, el estudio no contempla su re descripcion, pero aporta
importantes aspectos de su caracterizacion genética, principalmente de los géneros
Chelonus y Meteorus, asi mismo se presentan las especies de parasitoides de la
familia Tachinidae, los cuales son nuevos registros como parasitoides de gusano
cogollero en Durango y uno de ellos en México, estos parasitoides contribuyen a la
biodiversidad de parasitoides himenodpteros y dipteros de esta plaga en la region
maicera de Durango, los cuales pueden ademas ser candidatos dentro del control
biolégico de la plaga dentro de un contexto de sustentabilidad y buenas préacticas
agricolas, contribuyendo al medio ambiente. La delimitacion de especies de
parasitoides utilizando herramientas taxonémicas combinadas con el uso de una

caracterizacion molecular permitié esclarecer hipétesis y dudas taxonémicas.



