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RESUMEN
En la familia Miridae (Hemiptera: Heteroptera) existen especies con habito alimenticio
zoofitéfago y su determinacién taxondémica es muy complicada. En este estudio, se
determind, a través de caracteres morfologicos, a dos especies de miridos colectados en el
campo experimental de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Sinaloa
(Km. 17.5 carretera CuliacAn-El Dorado). Una de estas especies corresponde al género
Engytatus y la otra a Nesidiocoris tenuis (Reuter). Esta identificacion se corroboré con el
marcador molecular citocromo oxidasa subunidad | (COIl) y, para esta Ultima especie
existié 98% de similitud con las secuencias disponibles en la base de datos del GenBank.
Para el género Engytatus no existieron secuencias depositadas en el GenBank vy, al
compararla con individuos de tres poblaciones de Engytatus varians (Distant) y Engytatus
modestus (Distant), la topologia del arbol de distancias Neighbor Joining posiciona a la
especie como E. varians. Por otro lado, también se evalué la longevidad y fecundidad (=
descendencia), en laboratorio, de los adultos de E. varians. Los machos y hembras vivieron
33.04 £ 2.75y 26.95 + 3.02 dias, respectivamente, sin diferencias significativas entre sexos.
El promedio acumulado de ninfas/hembra durante toda su vida fue 47.2 + 2.4. Finalmente,
se evaluo el establecimiento, con base en la longevidad y descendencia, y el efecto del
habito fitéfago de E. varians en el cultivo de tomate bajo condiciones de invernadero
cuando hembras y machos se alimentaron con huevos de Sitotroga cerealella (Oliver) y
cuando no tuvieron disponibilidad de presa. La longevidad de hembras de E. varians con
alimento fue significativamente mayor (19 dias), comparada con el resto de los tratamientos
(entre 12 y 14 dias). Similarmente, las hembras de este depredador que se alimentaron con
huevos de S. ceraealella, tuvieron una descendencia de 9 ninfas/hembra, mientras que en el
tratamiento de hembras sin alimento fue de 1 ninfa/hembra. No se registraron dafios en
tallos y frutos causados por E. varians. El nimero promedio de frutos de tomate/racimo fue
7 en todos los tratamientos. No hubo diferencias significativas en los grados Brix (~4%) de
los frutos de tomate ni en el diametro (~2 cm) del tallo de las plantas entre tratamientos. Se
concluye que las técnicas moleculares son de gran importancia para la corroboracion de la
identificacion de miridos zoofit6fagos y que la especie E. varians no causo dafios en los
frutos de tomate y por ello se puede considerar un potencial agente de control biolégico en

condiciones de invernadero.

Palabras clave: Miridae, COl, zoofitofagia, control biolégico, invernadero.



ABSTRACT

In the Miridae family there are species zoophytophagous that its taxonomic determination
is very complicated. In this study, two species of mirids, collected at the campo
experimental de la Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Sinaloa (Km.
17.5 carretera Culiacan-El Dorado), were determined through morphological characters.
One of these species corresponds to Engytatus genus and the another one to Nesidiocoris
tenuis (Reuter). This identification was corroborated by using the cytochrome oxidase
subunit 1 (COI) marker and, for the latter species 98% of similarity was found with
available sequences into the GenBank database. For the Engytatus genus there are not
sequences in the GenBank, and when compared with individuals from three populations of
Engytatus varians (Distant) and Engytatus modestus (Distant), the topology of the
Neighbor Joining distance tree positions the specie as E. varians. On the other hand, the
longevity and fecundity (= offspring) of E. varians adults grown under laboratory
conditions were also evaluated. The males and females lived 33.04 + 2.75 y 26.95 + 3.02
days respectively, without significant differences between sexes. The cumulative average
number of nymphs/female over a lifetime was 47.2 + 2.4. Finally, the longevity and
offspring, and the effect of the phytophagous habit of E. varians was evaluated on tomato
crop under greenhouse conditions when females and males were fed Sitotroga cerealella
eggs (Oliver) and when they did not have prey availability. The longevity of E. varians
females with food was significantly higher (19 days), compared with the remaining
treatments (between 12 and 14 days). Similarly, the females of this predator that were fed
with S. ceraealella eggs had an offspring of 9 nymphs/female, while in the treatment of
females without food was 1 nymph/female. There were no damage to stems and fruits
caused for E. varians. The mean fruits of tomato/cluster was 7 in all treatments. There were
no significant differences in the Brix degrees (~ 4%) of the tomato fruits or in the diameter
(~ 2 cm) of the stem of the plants between treatments. In conclusion, the molecular
techniques are of great importance for the corroboration of the identification of
zoophytophagous mirids and that the species E. varians did not cause damage in tomato
fruits and, therefore, it can be considered as a potential agent of biological control in

greenhouse conditions.

Key words: Miridae, COl, zoophytophagy, biological control, greenhouse.
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1. INTRODUCCION

El tomate, Lycopersicum esculentum Mill., es una de las hortalizas con mayor extension
de cultivo en el mundo (Navarro-Urbina, 2011; USDA-FAS, 2016). En México, se le
considera el segundo vegetal mas consumido y el quinto cultivo de importancia econémica
(FIRA, 2017). Para abastecer la demanda en el mercado, cada vez mas, la produccion de
esta hortaliza aumenta y con ello los requerimientos fitosanitarios (SAGARPA, 2011;
FIRA, 2017). Con el fin de optimizar los rendimientos, la superficie destinada al cultivo de
tomate se ha incrementado en los Ultimos afios y, bajo condiciones de invernadero, se ha
convertido en el vegetal mas producido en el pais (Navarro-Urbina, 2011). Este escenario
también ha favorecido la presencia de plagas pero, a su vez, proporciona las condiciones
Optimas para implementar programas de control biolégico (Fravel, 2005; Guédez et al.,
2008).

Entre las plagas méas importantes del cultivo de tomate se encuentran diversos
artropodos de cuerpo blando tales como moscas blancas, afidos, trips, psilido del tomate y
acaros (Franco-Villamizar, 2010; Bayer CropScience, 2012: Calvo et al., 2009; Arno et al.,
2010). Estos artrépodos, tienen diversos enemigos naturales dentro de los sistemas
agricolas, entre ellos destacan los miembros de la tribu Dicyphinii de la familia Miridae
(Hemiptera: Heteroptera) (Mufioz et al., 2012). Estos insectos presentan un habito de
alimentacion mixto o zoofitéfago (Goula y Alomar, 1994), el cual puede cambiar en
funcion de sus requerimientos nutricionales y abundancia de sus presas (Urbaneja et al.,
2005). Sin embargo, los Dicyphini se consideran importantes reguladores de poblaciones
de diferentes insectos plaga (Arno et al., 2010) y, generalmente, se pueden encontrar sobre
plantas de las familias Solanaceae, Asteraceae, Cucurbitaceae y Geraniaceae debidoa que

prefieren plantas hospederas pilosas (Logarzo et al., 2005).

Debido a sus caracteristicas cripticas y a su tamafio pequefio (menos de 12 mm); los
miridos son insectos dificiles de identificar (Yarita, 2010) y el nimero de taxnomos
especialistas en esta familia es muy reducido. En este sentido, la clasificacion taxonémica
mediante caracteres morfoldgicos ha sido durante muchos afios la herramienta principal
para la identificacion de los insectos, pero en ciertos casos, especialmente en especies

cripticas, no ha permitido la identificacion precisa (Ortega-Ramirez et al., 2014).
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Por lo anterior, las metodologias de identificacion de insectos basadas en ADN (Acido
desoxirribonucleico) son una alternativa y complemento a los métodos morfoldgicos
tradicionales. Los marcadores moleculares méas utilizados para la identificacion de
organismos son el ADN gendmico, también conocido como marcador nuclear, y la
secuencia del gen citocromo oxidasa subunidad 1 (COI) del ADN mitocondrial. Ambos
marcadores moleculares emplean la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, por sus
siglas en inglés) acoplada a la secuenciacion para la identificacion de regiones que
permitan, lo mas exacto posible, la identificacion del organismo en estudio (Wang et al.,
2016). En insectos, estas técnicas se han usado exitosamente para la identificacion de
especies del orden Hemiptera (Jung y Lee et al., 2011; Souza et al., 2015), demostrando
que el andlisis de secuencias provee suficiente informacién para separar familias de este
orden (Souza et al., 2015), asi como diferenciar entre géneros y especies (Jung y Lee et al.,
2011).

La mayoria de los estudios sobre los miridos depredadores se ha realizado en el
continente Europeo (Urbaneja et al., 2005). En Mexico, sélo se conoce la presencia de las
especies Engytatus modestus (Distant), a partir de ejemplares colectados en Chihuahua,
Nayarit, Oaxaca, Veracruz, Coahuila y Durango, entre 1952 y 1984 (Discover live, 2013) y
Engytatus varians (Distant) reportado a partir de individuos colectados en un invernadero
del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF) de la Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH) (Martinez et al., 2014). Sin embargo,
estos trabajos no son suficientes para conocer la diversidad de la familia Miridae en el pais.
Es en este contexto, que en el Valle de Culiacan, Sinaloa, se encontrd ninfas y adultos de
dos especies de miridos en cultivos de tomate. Las observaciones pertinentes, sugirieron
que estos individuos se alimentan de insectos plaga, pero al desconocerse la especie, no se
sabe con certeza su tendencia de alimentacion. Por lo tanto, es necesario realizar la
identificacion de estos individuos provenientes de este Valle, asi como establecerlas en
condiciones de cria de laboratorio con el fin de conocer su fecundidad y el potencial como

agentes de control biolégico para futuros programas fitosanitarios.

Cabe resaltar, que E. varians, se ha estudiado intensivamente, desde su reporte en
2014. Se ha documentado su preferencia y capacidad de depredacion, biologia, influencia

alimenticia en parametros demogréaficos, reproduccion y recientemente el potencial para
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controlar poblaciones del psilido del tomate Bactericera cockerelli (Sulc.) (Hemiptera:
Triozidae), pero se desconoce su efecto fitofago sobre el cultivo de tomate bajo condiciones

de invernadero.
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2. ANTECEDENTES GENERALES

2.1 Panorama mundial del cultivo de tomate

El tomate (L. esculentum) es una de las hortalizas mas populares y de mayor extension en
el mundo (Navarro-Urbina, 2011). China es el primer productor y consumidor mundial,
Estados Unidos es el principal importador, y México el principal exportador de esta
hortaliza (FIRA, 2017). La superficie mundial destinada para el cultivo de tomate creci6 a
una tasa promedio anual de 1.7 % entre el 2004 y 2014, ocupando 5 millones de hectéreas,

desde entonces, se estima que ha incrementado en un 2.5% (USDA, 2014).

El 54.5 % de la superficie cosechada de tomate, se concentra en cuatro paises: China
(19.8 %), India (18.8%), Nigeria (10.8%) y Turquia (6.4 %). México ocupa la décima
posicion mundial, con el 2.1% de la superficie cosechada de esta hortaliza (USDA, 2017).
En 2014, la produccion de tomate alcanzo su maximo historico con 170.8 millones de
toneladas cosechadas, incrementando 2.9% en 2015 y 2016 (USDA, 2014, 2017).

2.1.1 El cultivo de tomate en México

Es el quinto cultivo de importancia econdmica en el pais (FIRA, 2017). Mexico, es
calificado como uno de los centros mas importantes de domesticacion de este cultivo, aqui
se encuentra la mayor variabilidad genética y abundancia de tipos silvestres (Navarro-
Urbina, 2011). Es la segunda hortaliza mas popular, el primero es el cultivo de chile
Capsicum annuum L. (SAGARPA, 2011). Es usual en los huertos familiares, y dada su
amplia extension, y presencia nacional, también es conocido como jitomate, derivado de la

lengua nahuatl (xictli, "ombligo™, y tomtl, "tomate™) (Navarro-Urbina, 2011).

En México, los estados con mayor produccién son Sinaloa, Baja California Norte,
Michoacan, Zacatecas y Jalisco, con el 56.3% del total de la produccion nacional
(SAGARPA, 2011, FIRA, 2017). El estado de Michoacan aporta el 7% de la produccion
nacional (FIRA, 2017). En 2015, México fue el principal exportador de tomate en términos
de volumen y valor de las ventas al exterior. En ese afio, abastecio el 90.8 % del volumen
importado por Estados Unidos (FIRA, 2017).
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Dada su rentabilidad y demanda en mercados nacionales e internacionales, el tomate en
México se coloca como uno de los productos agricolas mejor posicionados, siguiendo muy
de cerca al aguacate Persea americana Mill (SAGARPA, 2011; FIRA, 2017). Su
produccion crece y se proyectan aumentos importantes en los afios siguientes; con esto,
también incrementa la necesidad de investigar e invertir en tecnologias de optimizacion de
rendimientos, desarrollo de variedades resistentes, y manejo fitosanitario asertivo
(tradicional y alternativo) que le permita competir mundialmente (Navarro-Urbina, 2011,
SAGARPA, 2011; FIRA, 2017).

2.2 Produccién protegida

Actualmente, ademas de la produccion a campo abierto, la agricultura se practica en una
amplia variedad de ambientes modificados (Navarro-Urbina, 2011). Los diferentes
materiales y estructuras permiten condiciones idoneas para la agricultura intensiva,
destacando el elevado uso de invernaderos con distintitos niveles de tecnificacion; este
sistema productivo se conoce como agricultura protegida (Moreno-Reséndez, et al., 2011).
El sistema productivo de agricultura protegida, permite el desarrollo de cultivos agricolas
fuera de su ciclo natural y en menor tiempo, se enfrenta con éxito plagas y enfermedades,
con mejores rendimientos en menor espacio, sanos y con un precio superior en los
mercados; generando un mejor ingreso para los productores (Navarro-Urbina, 2011;
SAGARPA, 2011).En México, este tipo de agricultura ha presentado un alto grado de
desarrollo, evolucionado a una Tasa Media de Crecimiento Anual (TMCA) de 34.5%
(Navarro-Urbina, 2011, SAGARPA, 2011). La agricultura protegida registra superficies
considerables, concentrandose en su mayoria en cuatro estados, Sinaloa como principal
productor, seguido de Baja California Norte, Estado de México y Jalisco, que en conjunto
cuentan con el 65% de la superficie establecida a nivel nacional bajo esta modalidad
(Navarro-Urbina, 2011; FIRA, 2017). El tomate es el principal cultivo que se produce bajo
condiciones de invernadero, representa una importante derrama econdémica en el pais tanto
por la superficie que se le dedica a su produccion como por los empleos e ingresos que
genera; sin embargo, los problemas fitosanitarios que este cultivo enfrenta debido
principalmente a la presencia de enfermedades causadas por hongos, bacterias, virus y
distintas especies de insectos plaga, merma en muchos sentidos su produccion, es por eso
que a través de la investigacion es indispensable buscar e implementar alternativas y
soluciones a dichos problemas (SAGARPA, 2011; FIRA, 2017).
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2.3 Problemas fitosanitarios frecuentes del cultivo de tomate bajo condiciones de
invernadero

Para garantizar la mayor ganancia econdmica en la produccion de tomate, se debe mantener
a las plantas libres de enfermedades causadas por patdgenos y reducir la presencia de
plagas (Figura 1), ademas de controlar de forma eficiente los requerimientos fisioldgicos y
nutrimentales. Entre las enfermedades mas comunes que se han reportado durante el
proceso de produccion se encuentran la cenicilla causada por el ascomiceto Oidium
neolycopersici Link (1824), pudricion de fruto ocasionada por el oomiceto Phytophthora
infestans Leonian, 1922 y agallamiento de la raiz producido por el nematodo
(Heteroderidae) Meloidogyne incognita (Kofoid y White). En cuanto a plagas, dentro de las
mas importantes destacan algunos hemipteros como las moscas blancas Bemisia tabaci
(Gennadius) y Trialeurodes vaporariorum (Westwood) (Hemiptera: Aleyrodidae), el
psilido del tomate B. cockerelli, algunos afidos como Myzus persicae (Sulzer), Aphis
gossypii (Glover) (Hemiptera: Aphididae), el trips Frankliniella occidentalis (Pergande)
(Thysanoptera: Thripidae), lepidopteros como el gusano del fruto, Helicoverpa zea
(Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae), y el gusano soldado, Spodoptera exigua (Hibner)
(Lepidoptera: Noctuidae), dipteros como el minador de la hoja, Liriomyza sativae
(Blanchard), Liriomyza trifolii (Burgess) (Diptera:Agromyzidae) y los &caros como la arafia
roja, Tetranychus urticae (Koch) (Acari: Tetranychidae), y Aculops lycopersici (Massee)

(Acari: Eriophyidae) (Bayer CropScience, 2012).
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Figura 1. Enfermedades y plagas mas comunes del tomate rojo A) Oidium neolycopersici. B) Phytophthora infestans, C) Meloidogyne
incognita, D) Bemisia tabaci, E) Trialeurodes vaporariorum, F) Bactericera cockerelli, G) Myzus persicae, H) Frankliniella occidentalis, )
Spodoptera exigua, J) Liriomyza trifolii, K) Tetranychus urticae, L) Aculops lycopersici.




2.3.1 Control de plagas en invernadero

La proteccion a cultivos bajo invernadero esta orientada al control quimico (van Lenteren,
2000); sin embargo, el sistema de agricultura protegida es idoneo para la acelerada
reproduccion y mantenimiento de insectos plaga, ocasionando el incremento en la
frecuencia de aplicacién de agroquimicos (Paulitz y Bélanger, 2001). El relativo bajo costo
de los agroquimicos y su aparente accién inmediata, inclinan a los productores a utilizarles
(van Lenteren y Woets, 1988; van Lenteren, 2000), pero, su uso inconsciente, provoca
serios dafios al medio ambiente y la salud, ademas de propiciar la resistencia de insectos
perjudiciales (Paulitz y Bélanger, 2001; Guédez et al., 2008). La cuestionable eficacia de
los productos quimicos y el constante incremento poblacional promueven la bisqueda de
formas de produccion sustentables, que disminuyan nuestra competencia con los insectos
plaga y se garantice la seguridad ambiental y alimentaria de las futuras generaciones
(Paulitz y Belanger, 2001; Guédez et al., 2008).

2.3.2 Control bioldgico en invernadero

El uso de enemigos naturales (parasitoides, depredadores y patogenos) para reducir y
mantener a las poblaciones de organismos perjudiciales por debajo del umbral econémico,
se le conoce como control biologico (van Lenteren y Woets, 1988; van Lenteren, 2000;
Paulitz y Bélanger, 2001; Fravel, 2005; Guédez et al., 2008). Este modelo de control tiene
como base la dinamica denso-dependendiente de las poblaciones; es decir, cuando los
enemigos naturales se incrementan, destruyen gran porcentaje de la poblacién plaga cuando
su densidad incrementa (Fravel, 2005; Guédez et al., 2008). El desarrollo del control
biolégico ha comenzado recientemente con los "primeros éxitos practicos” (van Lenteren,
2000; Fravel, 2005). Actualmente, los productores en todo el mundo estan introduciendo
millones de enemigos naturales para el control de plagas en sus invernaderos (Guédez et
al., 2008). El listado de insectos benéficos y las empresas que los ofrecen comercialmente
crece anualmente; por lo cual, la vinculacién investigacion-empresa tiene un fuerte
potencial (Paulitz y Bélanger, 2001; Fravel, 2005; Guedez et al., 2008).
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2.3.3 El Control bioldgico y la investigacion en invernadero

Las condiciones de temperatura, luz, humedad y fertilizacion estdn optimizados para un
crecimiento maximo de la plantas, pero estas condiciones, también crean nichos ecoldgicos
que pueden favorecer la colonizacion de organismos plaga (Paulitz y Bélanger, 2001). El
sistema cerrado de la produccién agricola bajo plastico, facilita la investigacion del control
bioldgico, sin embargo, provoca también que los organismos perjudiciales introducidos,
sean dificilmente excluidos del medio, y que el vacio bioldgico de sus antagonistas
naturales acelere e intensifique su dafio (van Lenteren, 2000; Paulitz y Bélanger, 2001;
Fravel, 2005), por lo cual el control biolégico se convierte en la mejor alternativa para el
sistema (van Lenteren, 2000).

Algunas de las razones por las cuales el estudio del control bioldgico en
invernaderos es digno de atencion son: a) se usa un nuevo sistema de introduccion de
enemigos naturales; b) la investigacion sobre plagas en invernaderos ha resultado en
desarrollos tedricos extensos para comprender como funciona; y c) una relacion cercana
entre investigadores, trabajadores, y productores ha decantado en una rapida transferencia y

uso de informacion (Paulitz y Belanger, 2001; Fravel, 2005).

El potencial de investigacion y éxito que confiere el control biolégico en
invernadero es mayor que en los sistemas abiertos (van Lenteren, 2000). Dentro de la
enorme gama de nuevas posibilidades de investigacion se apuntan el fitomejoramiento, al
combinar aspectos de la resistencia de la planta con control biol6gico, seleccionar
cultivares que puedan atraer enemigos naturales y que produzcan mejor ambiente para los
agentes de control (Paulitz y Bélanger, 2001). La meta de la investigacion es proveer
herramientas conjuntas al uso de enemigos naturales que promuevan su uso; al mismo
tiempo, esto se traduce en un entorno mas limpio, en la satisfaccion de la demanda de los
consumidores de alimentos libres de pesticidas y en la proteccion sostenible de los cultivos
(Fravel, 2005).
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2.4 Orden Hemiptera

Dentro de los insectos con metamorfosis incompleta, el orden Hemiptera es el més
numeroso (Li et al., 2017). Se estima que las mas de 100,000 especies descritas en este
grupo, integran el 7% de la diversidad de metazoos (Weirauch y Such, 2011). Dada su
amplitud y compleja evolucién, han logrado colonizar distintos habitats, incluyendo el
medio acuatico, derivando en distintos recursos alimenticios como savia de plantas,
artrépodos, hongos y sangre de vertebrados (Wheeler, 2001). Su diversificacion es producto
de la sinapormofia del grupo, que converge en un aparato bucal en forma de pico brindado
un sistema de alimentacion del tipo perforador-succionador (Such, 2011; Li, et al., 2017).
La clasificacion basicamente se centra en la ausencia o presencia de gula, la posicion del
rostro y la forma de las alas (Goula y Mata, 2011). Tipicamente el orden se divide en dos
subordenes: Homoptera y Heteroptera, en este Gltimo se encuentran las chinches verdaderas
(Wheeler, 2001).

2.4.1 Suborden Heteroptera

Es el taxdn méas amplio en Hemiptera, las caracteristicas de clasificacion son: 1) gula
presente con aparato bucal en forma de estilete, 2) glandulas odoriferas, 3) antenas de
cuatro segmentos, a veces con dos escleritos intercalados y 4) alas anteriores con una
region basal esclerosada y una zona membranosa distal llamadas hemiélitros (Goula y
Mata, 2011). Se han descrito alrededor de 42 000 especies en todo el mundo, con
morfologia diversa y especializaciones variadas (Raupach et. al, 2014). Este grupo es
conocido por tener especies plaga importantes y a su vez, presentar organismos
depredadores usados en el control biolégico o control integrado de plagas (Goula y Mata,
2011, Raupach et. al, 2014). Estos heteropteros benéficos pertenecen sobre todo a las
familias: Reduviidae (Coranus sp. Curtis), Anthocoridae (Orius sp.Wolff), Miridae
(Macrolophus sp. [Wagner], Dicyphus sp. Knight, Nesidiocoris tenuis [Reuter]), Nabidae
(Nabis sp. Latreille) y Geocoridae (Geocoris sp. Fallén) (Alomar y Widenmann, 1999;
Goula y Mata, 2011, Raupach et al., 2014).
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2.5 Familia Miridae

A los individuos que integran a la familia Miridae se les conoce comlinmente como
“chinches de las plantas” (Wheeler, 2001); esta familia cuenta con la mayor riqueza de
especies dentro del orden Heteroptera (Goula y Mata, 2011; Raupach et al., 2014) ya que
incluye por lo menos 10,500 especies en 1,200 géneros para todo el mundo (Schuh, 2008).
Los miridos han sido muy estudiados por la importancia que tienen en los sistemas
agricolas (Wheeler, 2001). Dentro de la familia Miridae se encuentran especies fit6fagas y
depredadoras, ademas de un grupo particular que presenta ambos habitos alimenticios, lo
que se conoce como zoofitofagia (Goula y Alomar 1994; Wheeler, 2001; Schuh, 2008;
Jung y Lee, 2011).

A pesar de ser morfolégicamente diversos, los miridos se diferencian de otras familias
por poseer el cuneo claramente separado del resto del hemiélitro y carecer de ocelos. Son
de tamarfio pequefio (2-12 mm), la membrana de las alas presenta una o dos celdas en la
base sin nerviaciones longitudinales; las antenas tienen cuatro artejos al igual que el pico y
su insercién es siempre visible dorsalmente y en reposo se une sobre la cara ventral del
cuerpo (Goula y Alomar 1994; Wheeler, 2001).

2.5.1Taxonomia

Con base en la morfologia y habitos, Suchh (1976, 1995) dividié a la familia Miridae en
seis subfamilias y ocho tribus: Isometopinae, Psallopinae, Phylinae (Orthotylini,
Pilophorini 'y Phylini), Cylapinae, Mirinae (Mirini y Deraeocorini), Bryocorinae
(Eccritotarsini, Dicyphinii y Bryocorini) (Jung y Lee, 2011). Es en la tribu Dicyphinii se
encuentran diversas especies con potencial agricola para disminuir las poblaciones de
distintas plagas (Wheeler y Krimmel 2015). Las especies de esta tribu se asocian
generalmente con plantas que poseen tricomas glandulares y/o tricomas no glandulares, por
lo que es facil encontrarlos sobre plantas de las familias Solanaceae, Asteraceae,

Cucurbitaceae y Geraniaceae (Logarzo et al., 2005; Wheeler y Krimmel 2015).

Los miembros de la tribu Dicyphinii son chinches pequefias de entre 2 y 5.5 mm; de

cuerpo fragil y apéndices alargados. El color y la presencia de setas, usualmente se utiliza
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para diferenciar géneros. Los 0jos se encuentran alejados del pronoto, con forma
trapezoidal y presenta un grueso collar. La base del escutelo es descubierta, los hemiélitros
son translicidos, ufias con diente grueso en la base y amplios pulvilos (Goula y Alomar
1994). Poseen una forma de alimentacion omnivora, es decir, pueden alimentarse tanto de
partes vegetales como de presas, esta dualidad alimentaria se conoce como zoofitofagia y
ha promovido diversos estudios donde se contrasta la polémica de su posible desventaja
con su desempefio efectivo en sistemas agricolas (Sanchez, 2009; Bueno et al., 2013).

Para la implementacion de programas de manejo integrado de plagas (MIP) que
involucren a especies de miridos zoofitdfagos, el conocimiento de sus pardmetros
bioldgicos es fundamental. El establecimiento de estos insectos esta influenciado por la
planta hospedera. Wheeler (2001) encontré6 que la especie Lygus hesperus (Knight)
presenta un mayor grado de oviposicion en hojas pilosas que en hojas glabras, mismo que
considera que se debe a que los tricomas protegen sus huevos; Tupiocoris cucurbitaceus
(Spinola) posee baja fecundidad en chile dulce C. annuum y una alta fecundidad en tomate

L. esculentum y tabaco Nicotiana tabacum L. (Orozco et al., 2012).

2.5.2Habito zoofitdéfago en Miridae

Se han propuesto tres modelos para comprender la relacion entre la cantidad de planta y
presa consumida por depredadores zoofitofagos (Gillespie y Mc Gregor 2000; Albajes et al.
2006; Molla, 2013). Para el primer modelo, la fitofagia esta en relacion a la presencia o
ausencia de presas; es decir, cuando disminuye la disponibilidad de presa los miridos
tienden a alimentarse de las plantas y se invierte cuando la poblacion de la presa aumenta.
En el segundo modelo, la alimentacion de presas y de plantas es independiente, ya que los
requerimientos fisiologicos y nutrimentales que le brinda la planta no los sustituye la presa.
En el tercer modelo se manifiesta de que si aumenta el consumo de presas, también
aumenta el de las plantas, lo cual podria deberse a la necesidad de recursos como el agua.
Las especies de habitos zoofitéfagos, pueden ajustarse a cualquier modelo, por lo tanto, se
recomienda su evaluacion por separado en relacion a las presas presentes y cultivo (Goula
y Alomar 1994).
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2.5.3 Zoofitofagia, ¢ ventaja o desventaja?

La zoofitofagia es considerada como una desventaja en el control bioldgico. Al no
alimentarse exclusivamente de presas, se espera que los insectos plaga mantengan
densidades perjudiciales (Castafié et al., 2011), aunque en Europa y Norteamérica se han
usado varias especies zoofitofagascomo depredadores potenciales de mosquitas blancas,
afidos, acaros, minadores de hojas y trips (Urbaneja et al., 2005; Castafié et al., 2011; De
Puysseleyr et al., 2013). Por otro lado, los estudios sobre miridos zoéfagos se han centrado
en su mayoria en la depredacion, descuidando la alimentacion vegetal y con ello la
interaccion insecto-planta (Pappas et al., 2015). Estudios recientes han demostrado la
induccién de mecanismos de defensas en plantas de tomate cuando son expuestas a
herbivoria por miridos zoofitdfagos, expresando mayor resistencia a insectos plaga
(Maselou et al., 2015; Pappas et al., 2015).

La perspectiva mas controversial sobre el uso de miridos zoofitofagos en sistemas
agricolas, recae en la posibilidad de que, dada la alimentacion fitéfaga, puedan causar
dafios a los cultivos (Figura 2) (Calvo y Urbaneja, 2003). Los dafios causados a las plantas
por miridos zoofitofdgos son raros (Albajes y Alomar, 2008); sin embargo, cuando estos
insectos se alimentan de la savia de las plantas, pueden causar lesiones con su aparato bucal
(Arnget al., 2010; Castafié et al., 2011), ademas de provocar abortos florales, que, bajo
determinadas condiciones conducen a la disminucion de rendimiento (Sanchez, 2009;
Arndet al., 2010). A pesar de la posible reduccion en la produccion de tomate por
incidencia de miridos, Sanchez y Lacasa (2008) demostraron, a través de modelos
matematicos predictivos, que aun con la pérdida de flores por alimentacion del mirido
Nesidiocoris tenuis (Reuter), los frutos finales compensan, incluso en exceso el rendimiento

esperado.
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Figura 2. Dafios provocados por Nesidiocoris tenuis en A) tallos, B) peciolos, C) hojas y
D) frutos de tomate. Tomado de Calvo y Urbaneja (2003).

En otro caso, la presencia de Macrolophus pygmaeus Rambur en tomate, activa, a traves de
inhibidores de proteinasas (IP), mecanismos de defensa que disminuyen la colonizacion de
T. urticae, pero no de T. vaporariorum; ademas, su presencia no provoca pérdidas en el

rendimiento (Pappaset al., 2015).

Los posibles efectos de miridos zoofitofagos son consecuencia de complejas
interacciones entre, morfologia, fisiologia, caracteristicas del comportamiento del
depredador, variedad de planta, tipo de cultivo, factores ambientales y disponibilidad de
presa (Gessé 1992; Sanchez y Lacasa 2008; Calvo et al., 2009; Castafié et al., 2011);
ademas, debe considerarse el comportamiento antagdnico o sinérgico entre especies
(Pappaset al., 2015; Maselou et al., 2015).
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2.5.4 Biologia de miridos zoofitofagos

Las hembras de los miridos insertan los huevos dentro del tejido vegetal, lo que dificulta
visualizarlos (Silva et al., 2016), Gnicamente se reconocen por una estructura sobresaliente
(opérculo) (Franco, 2010). El desarrollo postembrionario se conforma por cuatro o cinco
estadios ninfales (Calvo y Urbaneja 2004; Mohd et al., 2009, Pineda et al., 2016). Durante
los instares tempranos las ninfas son muy parecidas a hormigas (Wheeler, 2001; Schuh,
2008), los instares solo son distinguibles por su tamafio y la presencia de esbozos alares en
los dltimos instares (Goula y Alomar, 1994; Goula y Mata, 2011). Diversos estudios,
demuestran que los pardmetros bioldgicos (duracion de los instares, fecundidad,
longevidad, entre otros) dependen de las condiciones ambientales, tiempo de alimentacién
y planta hospedera (Mena, 2016; Palma-Castillo, 2016; Dimas, 2017).

Mohd et al. (2009) demostraron que la duracion del ciclo de vida de Macrolophus
caliginosus (Wagner) es de 27. 6 dias a 24 °C, pero a una temperatura mas baja (22 °C) fue
de 40 dias. La capacidad que tienen las ninfas para sobrevivir en ausencia de presas
representa una ventaja para su establecimiento en los agrosistemas (Perdikis y Lykouressis,
2004). El aumento de presas permite su desarrollo e incrementa su fecundidad, esto
también ocurre con alimentos sustitutos en experimentos de laboratorio (Perdikis y
Lykouressis, 1999, 2000, 2004; Agusti y Gabarra 2008; Urbaneja et al., 2005; Palma-
Castillo, 2016; Dimas, 2017). La literatura menciona algunos casos, como el T.
cucurbitaceus, donde se registro el promedio de 62 ninfas/hembras; sin embargo, en
ausencia de presas pocos individuos logran completar el ciclo y los sobrevivientes tienen un
desarrollo mas lento y prolongado, comparado con adultos emergidos de plantas con presas
(entre 23.7 £ 0.6 a 24.3 £ 1.5 dias) (Orozco et al., 2012). En M. caliginosus se observo que
el tipo de alimentacion prolonga o reduce su ciclo de vida: la dieta artificial a base de carne
de res prolongé el desarrollo de las ninfas (27.5 + 0.33 dias) hasta llegar al estado adulto y
disminuy6 (18.3 + 0.28 dias) cuando se alimentaron de huevos de Ephestia kuehniella
Zeller (Castafé y Zapata, 2005). Estos factores, igualmente, influyeron la descendencia de
esta especie (51 ninfas/hembra) (Mohd et al. 2009), documentado también en N. tenuis
donde, segun Calvo y Urbaneja (2004) la falta de presa disminuyé su fecundidad, aunque

estos autores no proporcionaron datos al respecto.
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2.5.5 Importancia en el control biol6gico

Los miridos muestran gran capacidad depredadora contra artrépodos de cuerpo blando tales
como moscas blancas, éafidos, psilidos, trips y &caros. Entre los principales géneros con
relevancia en el control bioldgico destacan Nesidiocoris, Macrolophus y Dicyphus
(Urbaneja et al., 2003; Agusti y Gabarra, 2009; Franco-Villamizar, 2010). Son diversas las
investigaciones acerca del uso de miridos con potencial depredador en sistemas agricolas y
actualmente se comercializan y utilizan alrededor de doce especies en programas de MIP
para cultivos horticolas en invernadero (Mufioz et al., 2012).

La mayoria de los estudios sobre miridos zodfagos, se han realizado en Europa,
donde se han usado en programas de control biologico por conservacion y aumento, como
las especies M. pygmaeus, Dicyphus tamaninii Wagner y N. tenuis, que han demostrado
alto potencial como depredadores, reduciendo las poblaciones de mosca blanca (Albajes et
al., 2003; Castarié et al., 2004; Calvo et al., 2009; Arnd et al., 2010). En Catalufia, se han
usado con frecuencia las especies M. pygmaeus, M. caliginosus y D. tamaninii en

invernaderos de tomate para contrarrestar moscas blancas (Goula y Alomar ,1994).

En el continente americano son pocos los trabajos sobre liberaciones masivas o
inoculativas de miridos zoofitéfagos para control de plagas. Sin embargo, existe
informacion sobre registros de algunos depredadores. En Texcoco, Estado de Mexico, se ha
evaluado en condiciones de invernadero el potencial de Dicyphus hesperus Knight como
depredador de B. tabaci y B cockerelli, cuando las poblaciones de ambos insectos plaga
estan relacionadas o separadas (Calvo et al., 2016), ademas, se estudio el posible dafio
sobre frutos en ausencia de presas (Calvo et al., 2018). En Estados Unidos de Ameérica,
Purcell et al., (1993) e lllingworth (1936) observaron a Engytatus varians (Distant) y
Engytatus modestus (Distant) depredando a minadores de hojas, larvas de palomillas y
pulgones. En Cuba se ha registrado también a E. varians depredando a mosquitas blancas
en varias plantas cultivadas (Castifieiras 1995). En Brasil se menciona a las especies
Campyloneuropsis infumatus (Carvalho), E. varians y Macrolophus basicornis (Stal)
depredando a T. absoluta en tabaco (Bueno et al., 2013). El caso mas reciente de un mirido

depredador documentado para México, es el de E. varians reportado por Martinez et al.
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(2014). Esta especie se colectd sobre plantas de tomate alimentdndose de ninfas de B.
cockerelli en un invernadero del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales, de
la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (I1AF-UMSNH) vy, desde entonces,
se ha investigado sobre su biologia (Medina, 2014), capacidad de depredacion sobre B.
cockerelli, Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) y S. exigua (Veldzquez-Rodriguez, 2015;
Hernandez-Quintero, 2015). En invernadero, este depredador redujo hasta en 90% las
poblaciones de B. cockerelli (Pérez-Aguilar, 2016), asimismo, se estudia el mantenimiento
en laboratorio de este depredador con el fin de produccion al mejor costo para liberaciones
de indole préactico (Dimas, 2017; Palma-Castillo, 2017).

2.6 Identificacion molecular

La determinacion y clasificacion de organismos usando exclusivamente caracteres
morfologicos domino la sistematica durante mucho tiempo (Diaz, 1998; Pefia et al, 2013).
Sin embargo, el reconocimiento morfologico requiere mucha especializacion, ademas de
una profunda observacién y conocimiento de las variaciones en los estados de desarrollo y
cambios por influencia ambiental (Diaz, 1998). Estas situaciones han incrementado la
busqueda de herramientas de identificacion y, con el surgimiento de la biologia molecular,
se acerca a la meta de reconocer especies mas alla de su fenotipo (Becerra y Paredes, 2000;
Rentaria, 2006). Actualmente, estas herramientas son ampliamente usadas debido a su
confiabilidad, requerimiento de pequefias cantidades de muestras de ADN, accesibilidad y

facil reproduccién (Song, et al., 2012; Contreras-Rendonet al., 2017).

2.6.1 Marcadores moleculares y técnicas moleculares

Con el objetivo de examinar y aislar genes de interés que permitan reconocer organismos e
inferir su parentesco, se utilizan los marcadores moleculares (Szalanski y Powers, 1996;
Becerra y Paredes, 2000; Rentaria, 2006). Los marcadores moleculares son biomoléculas
que se pueden relacionar con un rasgo genético (Diaz, 1998). Pueden ser marcadores
moleculares: las proteinas (antigenos e isoenzimas) y el ADN (genes), técnicas de caracter

molecular y bioquimico (Diaz, 1998; Becerra y Paredes, 2000).
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Los primeros marcadores moleculares usados fueron por identificacion de proteinas e
isoenzimas en la época de los 70’s (Diaz, 1998; Becerra y Paredes, 2000) a base de
observaciones por electroforesis en geles de poliacrilamida; ambas técnicas son de caracter
bioquimico (Becerra y Paredes, 2000). Le siguieron los marcadores de ADN (marcadores
moleculares). Las técnicas que usan ADN se han convertido en un gran apoyo para la

taxonomia tradicional en la identificacion rapida de organismos

El éxito de los marcadores y las técnicas moleculares se debe, en gran parte, por la
creacion de la PCR (reaccion en cadena de la polimerasa). Esta técnica consiste en
amplificar el ADN para producir fragmentos especificos in vitro; ademas, permite el
estudio de la variacion genética (Rosero et al., 2010). Otra técnica es el analisis de
restricciones enzimaticas (REN), la cual ha demostrado ser muy util y confiable ya que
permite obtener patrones de bandas caracteristicos de cada muestra analizada y observar
diferencias entre varios individuos. Esto se logra mediante el uso de endonucleasas, las
cuales son enzimas que reconocen y ‘“cortan” secuencias especificas dentro de las
moléculas de ADN, produciendo fragmentos Unicos de distintos tamafos (Lee y Miller,
1978). Otra técnica es el analisis mediante una mezcla de técnicas PCR-RFLP (basada en el
analisis de restriccion sobre productos de PCR) y, finalmente, una de las herramientas mas
promisorias, es la secuenciacion. Dichas herramientas proveen una gran cantidad de
informacion referente a la identidad de una especie y variabilidad intra e inter-especifica
(Pancorboet al., 2006).

2.6.2 Genes mitocondriales

El ADN mitocondrial contiene informacién que es muy eficaz resolviendo filogenias a
nivel especifico. El uso de los genes mitocondriales ha aumentado en filogenética y
genética de poblaciones debido al desarrollo de la metodologia para aislar el ADN
mitocondrial, uso de restriccion de enzimas para detectar las diferencias de los nucleétidos,
el desarrollo de métodos de PCR y la aplicabilidad de primers universales para la

amplificacion del ADN.

En estudios de relaciones filogenéticas se usan los genes COI y COIll que codifican

para la enzima citocromo oxidasa (Patwardhanet al., 2014); los cuales se han usado para
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analisis de poblaciones de parasitoides (del Pino et al., 2013; Franck et al., 2017) y el COI
se ha propuesto como un potencial cddigo de barras para la identificacion de insectos en
general (Song et al., 2012). El gen del citocromo b se reporta como el marcador mas util
para recuperar relaciones filogenéticas entre taxones muy cercanos, pero puede perder
resolucion en nodos méas profundos. Aunque el citocromo b ha probado ser Util recuperando
informacion genética Util en una variedad de niveles taxonémicos, su utilidad depende de la

profundidad de linaje y evolucion (Patwardhanet al., 2014).

2.6.3 Gen citocromo oxidasa subunidad I (COIl) para la identificacion de insectos

El marcador molecular COI es considerado el “codigo de barras de la vida" del ADN para
la identificacion preliminar de especies animales. Este marcador es ampliamente utilizado
para la identificacion de insectos debido a que su tasa de mutacion es a menudo
suficientemente rapido para distinguir especies estrechamente relacionadas, y a su vez la
secuencia se conserva entre sus congéneres (Harvey et al., 2003). El uso del gen COI es
muy utilizado por varias ventajas (Lanteri, 2007; Pe¢nikar y Buzan, 2013): a) el ADN
mitocondrial es facil de aislar debido a su alta abundancia en las células, b) sélo presenta
herencia materna y por lo tanto ausencia de recombinacion que permite establecer una
historia evolutiva del grupo taxondmico a estudiar, c) tiene altas tasas de mutacion en
diferentes partes de la molécula, d) la respiracion celular ha sido muy estudiada y por lo
tanto la actividad del gen COl es muy conocida, e) su estructura y tamafio es muy
conservada en todos los organismos aerdbicos, f) presenta regiones altamente conservadas
seguidas de unas regiones altamente variables que permiten estudiar la diferenciacion
genética entre poblaciones de una misma especie y entre especies de un mismo género, y g)
se utiliza para una gran cantidad de insectos (Freeland, 2005; Lanteri, A. A. 2007, Pe¢nikar
y Buzan, 2013). Por lo tanto la secuencia de dicho gen permite, ademas de la identificacion
de insectos, realizar un analisis de las relaciones filogenéticas dentro de poblaciones de
insectos y mostrar la distancia o cercania entre individuos de un mismo grupo y en este
caso de la familia Miridae (Jung y Lee, 2011; Souza et al., 2015). Sin embargo, para llevar
a cabo un estudio filogenético de este grupo, lo ideal es utilizar secuencias de varios genes

mitocondriales y nucleares, debido a que en muchos casos la interpretacion de la evolucién
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de un grupo taxondmico puede ser afectada mas por la tasa evolutiva del gen analizado, que
por la evolucion real de este grupo (Freeland, 2005; Jung y Lee, 2011).

2.6.4 Identificacién molecular en Heteroptera

Dentro de la clase Insecta, el suborden Heteroptera ocupa el quinto lugar en riqueza de
especies (~40,000); esta diversidad limita su determinacion a través de técnicas
tradicionales. Algunos grupos de este suborden son dificiles de identificar por su reducido
tamafio o compleja morfologia; para otros, el nUmero de taxénomos especialistas es
reducido y en el caso de diversas familias, las claves morfoldgicas son escasas o0 incluso
inexistentes para la determinacion en estados inmaduros (Schuch, 2009; Foottit et al.,
2014).

En general, la determinacion de heteropteros demanda mucho tiempo y se requiere
de una profunda especializacion; por ello, las herramientas moleculares ayudan en la
identificacion rutinaria de los especimenes que pertenecen a este suborden en entornos
aplicados; esto permite el reconocimiento de especies morfolégicamente cripticas y en
fases inmaduras, situaciones necesarias para la deteccion temprana de posibles especies de
plagas (Foottit et al., 2014). Mientras que el cddigo de barras de ADN (COI) se ha utilizado
con éxito para la identificacion molecular en varios taxones de insectos tales como
Ephemeroptera (Stahls y Savolainen, 2008), Trichoptera (Pauls et al., 2010), Lepidoptera
(Saldamando y Marquez, 2012), Hymenoptera (Packer y Ruz, 2017) y Coleoptera (Raupach
et al., 2010; Kubisz et al., 2012), los estudios que analizan al suborden Heteroptera son
poco frecuentes, no obstante, los trabajos pioneros en este grupo, revelan el potencial de
dicha herramienta para determinar especies, resaltando determinaciones certeras a corto
plazo utilizando poco tejido y la resolucién de incognitas filogenéticas (Park et al., 2011;
Souza et al., 2015; Foottit et al., 2014).

La mayoria de las investigaciones recientes que usan COIl para la determinacion
de heterépteros se dirigen a resolver relaciones dentro de grupos taxondémicamente
problematicos; sin embargo, algunos de estos taxones, presentan situaciones de reciente
especiacion, colocando a la regién COI como un marcador molecular insuficiente para la

determinacion de especies, con poca divergencia, subestimando su utilidad como codigo de
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barras de ADN para la identificacion de heterdptera en general (Song et al., 2012). Pese a
esta desventaja, COIl es ampliamente recomendada en la bibliografia, haciendo necesario
evaluar su potencial e idoneidad dentro de distintas familias del suborden (Souza et al.,
2015; Foottitet al., 2014).

2.6.5 ldentificacién molecular de Miridae

A pesar de las numerosas preguntas bioldgicas y sistematicas que quedan por abordar de la
familia Miridae, los diversos analisis cladisticos se basan en caracteres morfologicos
Unicamente (Schuh, 1974, 1976). Dentro de las excepciones que utilizan marcadores
moleculares para la sistemética de miridos destacan los trabajos de Schuh et al. (2009) y
Jung y Lee (2011). El primer estudio, explora la ubicacion de Miridae dentro del suborden
Heteroptera con base a las relaciones con otras familias. La segunda investigacion
cuestiona, a traves de cuatro marcadores moleculares ([16S, COI] y [18S, 28S]), el habito
zoofitéfago, proponiendo que la alimentacion herbivora facultativa proviene de un ancestro
depredador y no fitéfago como se sostiene en trabajos anteriores basados en morfologia
(Schuh et al., 2009; Wheeler, 2001).

Durante las ultimas décadas, los genes mitocondriales, en especial la region COI,
son la fuente de informacion mas utilizada para estudios moleculares; en miridos, no es la
excepcion (Raupachet al., 2014; Souza et al., 2015). Las determinaciones realizadas por
COI en esta familia arrojan resultados confiables; las especies se diferencian cuando
presentan mas del 2% de divergencia, y los analisis construyen agrupaciones logicas y
concisas en las topologias de arboles de distancia tipo Neighbor joining (NJ) (Tembe et al.,
2014). Contrario a esto, en algunas especies de Miridae; COIl es insuficiente para
diferenciar especies, aunque estos casos no son la mayoria (Foottit et al., 2014; Raupachet
al., 2014). Por lo tanto, es esencial explorar los marcadores mitocondriales conocidos,
ademas de los potenciales en miridos, con vision a programas agricolas aplicados y en

ciencia bésica.
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2.6.4 Secuenciacion

La secuenciacion es el arreglo u ordenamiento de los monémeros que conforman el ADN o
ARN (Rentaria, 2006; De Necocheay Canul, 2004; Pefia et al, 2013). Permite la lectura de
las bases nitrogenadas que contienen la informacion genética (Pefia et al, 2013), y el
analisis detallado de regiones de interés para estudios sistematicos (Rentaria, 2006). Las
técnicas que existen para secuenciar son: la quimica, la enzimatica y la automatica
(Rentaria, 2006). La secuenciacion automatica, usa la reaccion de Fred Sanger pero con
fluorescencia, en vez de radiactividad, que se detecta por medio de rayos laser (De
Necochea y Canul, 2004; Pefia et al, 2013). A cada uno de los cuatro monémeros de ADN
(los nuclettidos adenina, guanina, citosina y timina) se marca con una molécula
fluorescente diferente, se puede determinar rapidamente el orden de los nucleotidos. La
secuenciacion acoplada a metodos de reconstruccion computacional ha sido fundamental en
la secuenciacion de los genomas modelo de humanos, animales y plantas (Rentaria, 2006;
Pefa et al., 2013).
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3. JUSTIFICACION

El crecimiento en la poblacional humana, ha traido como consecuencia el incremento en el
requerimiento de alimentos vegetales libres de insecticidas, lo que ha impulsado la
innovacion en los sistemas de produccién agricola. Actualmente, los consumidores exigen
productos cultivados responsablemente, ademas, los requisitos para la exportacién son
cada vez mas rigurosos en cuanto a limites de residuos de insecticidas presentes en los
vegetales se refiere. Una de las alternativas mas promisorias para combatir las pérdidas
causadas por los insectos plaga es el control bioldgico a través de su integracién en un
programa de MIP. En la ultima década, diversos programas fitosanitarios en agricultura
protegida utilizan miridos zoofitofagos como depredadores con excelentes resultados. La
mayoria de estos trabajos se han efectuado en el continente Europeo, donde se ha evaluado
la reduccion en la incidencia de organismos perjudiciales y su interaccion con los cultivos a
nivel fisiolégico y otros enemigos naturales. En Mexico, existen pocos estudios
relacionados con miridos depredadores que presentan potencial como agentes de control
biologico. Por lo tanto, en el presente estudio, se expone un amplio panorama para futuras
investigaciones en el pais explorando los efectos de miridos zoofitéfagos dentro de sistemas

productivos y de importancia economica.
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4. OBJETIVOS

4.1 4.1 General

Identificar a dos miridos depredadores, asi como determinar la fecundidad, longevidad y

efecto fitdfago de uno de ellos sobre plantas de tomate.

4.2 Especificos

e ldentificar a dos especies de miridos depredadores a través de caracteres
morfologicos y moleculares.

e Determinar la fecundidad y longevidad, bajo condiciones de laboratorio, de una de
las especies determinadas previamente por caracteres moleculares.

e Evaluar el establecimiento, de una de las especies determinadas previamente por

caracteres moleculares, en el cultivo de tomate bajo condiciones de invernadero.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Obtencion y cria de los miridos

El 26 de abril de 2016 se colectaron ~100 individuos (ninfas y adultos) de, aparentemente,
dos especies de miridos sobre plantas conocidas cominmente como “torito” (Proboscidea
sinaloensis Van Eselt) (Pedaliaceae) en el campo experimental de la Facultad de
Agronomia de la Universidad Auténoma de Sinaloa (UAS) (Km. 17.5 carretera Culiacan-El
Dorado). Estos insectos se encontraban alimentdndose de huevos y ninfas de la mosca
blanca B. tabaci. Después de la colecta, los individuos de las dos especies de miridos se
colocaron en frascos de plastico (150 mL de capacidad), los cuales se cubrieron con tela de
organza y se transportaron al Laboratorio de Entomologia Agricola (LEA) del Instituto de
Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF) de la Universidad Michoacan de San
Nicolas de Hidalgo (UMSNH). En el laboratorio, los individuos se liberaron en una jaula de
madera (45 x 65 x 45 cm) cubierta con tela organza que contenia en su interior, como
sustrato de oviposicion y fuente de agua, dos plantas de tomate tipo saladette (variedad
Moctezuma) (~15 cm de altura). Las ninfas y los adultos se alimentaron con huevos de la
palomilla de los cereales Sitotroga cerealella (Oliver) (Lepidoptera: Gelechiidae) (Bio-
bich®, Uruapan, Michoacan, México) que se colocaron sobre cintas adhesivas (~5 cm de
largo), mismas que a su vez, se colocaron sobre las hojas de las plantas de tomate. Cada
cinco dias, las plantas de tomate se retiraron de la jaula de cria y se colocaron en otras
libres de insectos. El proceso de cria se realizo en condiciones de laboratorio (~24 °C, 56%

de humedad relativa y un fotoperiodo de 12:12 h [luz: oscuridad]).

Dos meses después de la colecta de los insectos, y de acuerdo a las caracteristicas
morfologicas, cada especie de mirido se separ6 en una jaula de madera, como la descrita
anteriormente, donde se mantuvieron sobre plantas de tomate y se alimentaron con huevos
de S. cerealella + una solucion de azucar al 5%. La solucion de azucar se colocd en tubos

de plastico tipo Falcon de 15 mL rellenos con algodén.
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5.2 Identificacion morfoldgica

Con la ayuda de las claves taxondmicas de Ferreira et al. (2015), Ferreira y Henry (2011) y
la guia para la identificacion de miridos de interés en tomate de Goula y Alomar (1994), en
el LEA del IIAF de la UMSNH se realizo la identificacion morfoldgica preliminar de las
dos especies de miridos colectadas en campo. Para la confirmacion de la identificacion, se
enviaron 24 adultos (12 machos y 12 hembras) de cada especie al Dr. Thomas J. Henry
(Systematic Entomology Laboratory, Agricultural Research Service, United States
Department of Agriculture, National Museum of Natural History, Washington, D. C.). En la
Coleccion de Enemigos Naturales del I1AF de la UMSNH se depositaron 10 hembras y 10

machos de ambas especies como material de referencia.

5.3 Identificacion molecular

5.3.1 Extraccién de ADN gendmico

Para la identificacion molecular, se utilizaron individuos provenientes de ambas especies
desconocidas colectadas en el campo experimental de la Facultad de Agronomia de la
Universidad Auténoma de Sinaloa. También se utilzaron individuos de las especies E.
varians provenientes de colonias establecidas en el LEA del IIAF-UMSNH vy del
laboratorio de Ecotoxicologia de Insectos de la Universidad Federal de Lavras, Brasil; asi
como de E. modestus provenientes de la cria de Koppert de México S.A de C.V. Querétaro,
México. La extraccion del ADN se realiz6 a partir de adultos (sin sexar). El origen, afio de
colecta, nimero de individuos procesados y técnicas de extraccion se presentan en el
cuadro 1. La extraccion del ADN se realizo con base a las técnicas de Fitzsimmons (1997)
y Doyle (1991). La primer técnica se disefid para realizar la extraccion de ADN de sangre
de tortugas y se ha adaptado para su uso en peces e insectos del orden Odonata (Urbiola-
Rangel y Chassin-Noria, 2013; Vega-Sanchez et al., 2013); esta técnica, ha mostrado
mejores resultados en muestras frescas. La segunda técnica se disefio originalmente para
extraer ADN de plantas y, posteriormente, se ha usado en otros organismos tales como
hongos, bacterias y nematodos. Actualmente, esta Gltima técnica se ha estandarizado para la
extraccion de ADN en insectos preservados en alcohol a 80% (Cubillos-Salamanca, 2017;
Contreras-Rendénet al., 2017).
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Cuadro 1. Procedencia de adultos de la familia Miridae y técnica de extraccion de ADN
utilizada para la identificacion molecular de las especies

Origen de los individuos Afio de Técnica de extraccion/n
colecta Fitzsimmons Doyle
(1997) (1991)
Especie A

Campo experimental de la Facultad de 2016 30 -
Agronomia de la Universidad Auténoma de

Sinaloa

Especie B

Campo experimental de la Facultad de 2016 30 15
Agronomia de la Universidad Autonoma de

Sinaloa.

Engytatus varians

Cria del LEA del IIAF-UMSNH. 2015- 30 15
2017
Laboratorio de Ecotoxicologia de Insectos de 2015 - 15

la Universidad Federal de Lavras, Brasil.

Engytatus modestus
Koppert de México S.A de C.V. Querétaro, 2017 - 15

Meéxico.

n, nimero de extracciones por técnica.
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5.3.2 Descripcién de las técnicas de extraccion de ADN

Extraccién de ADN de acuerdo a la metodologia de Fitzsimmons (1997). En un tubo de 1.5
mL de pléstico (Eppendor®, Hamburgo, Alemania) se colocé un adulto de la familia
Miridae, se agregaron 300 pL de solucion de extraccién (50 mM de Tris HCI, 50 mM
EDTA pH 8, 1% de SDS y 50 mM de NaCl) y se macer6 con un micropistilo.
Posteriormente, a cada muestra se le adicionaron 5 pL de proteinasa K (10 mg/mL) y se
incubd por 90 minutos a 60 °C. Cada 15-20 min, la muestra se agit6 manualmente durante
1 min para favorecer su desintegracion. Después de este tiempo, cada muestra se lavé con
305 pL de fenol, se agitdé suavemente y se centrifugd a 13,000 rpm durante 15 min. El
sobrenadante se recuper0 y se colocé en un tubo de 1.5 mL, al cual se le agregd un volumen
de la mezcla fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) como segundo lavado. Esta
muestra se centrifugo a 13,000 rpm por 10 min; el sobrenadante se coloco en otro tubo que
contenia 150 uL de acetato de amonio al 7.5 M, se agitd suavemente y se mantuvo a -70

°C durante 20 min.

Posteriormente, la muestra se centrifugé a 13,000 rpm durante 20 min y el
sobrenadante se transfirio a un tubo nuevo. Se agregd 1 mL de etanol al 95% a 4°C, se
agitd manualmente y se colocé a -70 °C durante toda la noche. La muestra se centrifugo a
13,000 rpm por 20 minutos y se elimino el etanol. Se agregaron 600 pL de etanol a 4°C al
70% vy se centrifugd por 20 min a 13,000 rpm. El etanol se elimin6 por decantacion y se
secO a 60 °C en incubadora por 20 min hasta eliminar el alcohol. EI ADN se resuspendio

en 20 pL de agua de grado molecular y se mantuvo a -20 °C hasta su uso.

Extraccion de ADN de acuerdo a la metodologia de Doyle (1991): el buffer de extraccion
(tris-HCL 10 mM PH 8; Na, EDTA, H,0O 20 mM pH 8.0; NaCl 1.4 M) adicionado con
CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) al 2% se calenté a bafio Maria (80 °C)
durante 10-15 min. En un tubo de 2 mL se colocaron 100 pLde esta solucion y se introdujo
un individuo preservado en etanol absoluto. Este individuo se macerd con un micropistilo y

se agregaron 900 puL de buffer de extraccion con CTAB. La muestra se colocé nuevamente
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a bafio Maria por 1 hora a 96°C y se agitd con virtex cada 15 min para desintegrar el tejido.
La muestra se centrifug0 y el sobrenadante se colocd en un tubo de 1.5 mL. Se agregaron
500 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se agito por inversion durante 10 min; se
centrifugd a 11, 454 rpm por 10 min. La parte acuosa se extrajo y se vertio en un tubo
limpio de 2 mL. Se agregaron 700 pL de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1) y se repitio
el paso anterior. La parte acuosa o sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo de 1.5 mL
con 950 pL de etanol 100% a -20 °C. Se mezcld suavemente y se dejo en refrigeracion
durante toda la noche a -20 °C. Se centrifug6 a 11,454 rpm por 30 min y el sobrenadante
se decanto.

La pastilla se resuspendié en 400 pL de agua ultra pura usada en la analitica High
Performance Liquid Chromatography (HPLC, por sus siglas en inglés) y se incubé a 55 °C
por 15 min. Se afiadieron 34 uL de acetato de sodio al 3M y 1 mL de etanol al 95% (-20
°C) y se refrigero por 1 hora a -20 °C. La pastilla se centrifugd por 5 min a 11,454 rpm y
nuevamente se decanté el sobrenadante. Para limpiar la pastilla de ADN, se hicieron dos
lavados con 600 uL de isopropanol al 70% y se centrifugd a 11,454 rpm. Se decanté y dejo
secar a temperatura ambiente por 1 hora. La pastilla se resuspendio en 20 pL de agua

HLPC y se conservo a -20 °C hasta su uso.

5.3.3 Cuantificacion del ADN genémico

Las extracciones realizadas por la técnica de Fitzsimmons (1997) se examinaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1.5% con un amortiguador de corrida TBE (89 mM
Tris, mM &cido borico, 2.5 mM EDTA, pH 8.3). Por cada 20 mL de agarosa se agregaron 2
pL de SYBR® Green (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, Estados Unidos de
América). Después de la electroforesis, los geles se visualizaron y capturaron en un sistema
de fotodocumentaciéon EAGLE EYE Il (Stratagene®, Massachusetts, Estados Unidos de

América).

Las extracciones realizadas por la técnica de Doyle (1991) se analizaron en un gel

de agarosa tefiido con GelRed® (Biotium, Alameda, CA) y se observaron bajo un
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trasluminador de rayos UV (Infinity-3026 WL/LC/26MX VilberLourmat®, Eberhardzell,
Alemania) y un marcador molecular de 1 kb (Invitrogen, Carlsbad, CA). Las extracciones
se validaron por la cuantificacion de la concentracion del ADN en ng/ul, evaluando su

pureza por medio de la relacion (A260/A280).

5.3.4 Amplificaciones del gen Citocromo oxidasa

La amplificacion parcial del gen mitocondrial COI se llevo a cabo a través de la PCR. Los
cebadores especificos que se utilizaron para invertebrados se disefiaron con base a los
estudios de Folmeret al. (1994) (Cuadro 2).

Cuadro 1. Secuencias de los cebadores utilizados para la amplificacion parcial del gen
COl, acuerdo con Folmer et al. (1994).

Orientacion y Secuencia del cebador Tamario de
nombre fragmento
del cebador esperado (pb)
Forward LCO 5'GGTCAACAAATCATAAGATATTGG3'

Cebador de inicio 658
Reverse HCO 5TAAACTTCAGGCTGACCAAAAAATCA 658

Cebador de término 3

5.3.5 Condiciones de amplificacion

Técnica de Fitzsimmons (1997): para la reaccion de la PCR se utilizaron los siguientes
componentes para un volumen final de 25 pL:200 pM de dNTP’s, 3.5 mM de MgCI?, 0.5
UM de cada primer, 2 Ude Taqg polimerasa, 2.5 pL de buffer 10 X (100 Mm Tris, 500
mMKCI; pH 8.4), 50 pg/mL BSA 'y 20 a 60 ng de ADN. El proceso de amplificacion fue el
siguiente: 94 °C por 3 min como desnaturalizacion inicial, seguido de 35 ciclos a 94 °C 1
min, 40 °C 1 min (para alineamiento), 72 °C por 1 min y extension final de 72 °C durante 5

min.
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Técnica de Doyle (1991): la concentracién y calidad de ADN se midi6 bajo un
espectrofotometro NanoDrop 2000c® (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, Estados
Unidos de América). Para la reaccién de PCR se utilizaron los siguientes componentes para
un volumen final de 15 pL: 0.8 mM de dNTPs, 20 pmol de cada primer, 2 unidades de
Platinum Tag ADN Polimerasa (Invitrogen, Carlsbad, CA), 1x PlatinumTag ADN
polimerasa buffer y 60 ng de ADN. Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:
94 °C por 4 min, seguido de 35 ciclos de 92 °C 2 min, 45 °C 1 min (para alineamiento), 72
°C 1 min y extension final de 72 °C durante 5 min.Las amplificaciones se visualizaron por
electroforesis en geles de agarosa al 1% con el mismo equipo y marcador molecular

descrito anteriormente. Las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su secuenciacion.

5.3.6 Secuenciacion de productos de la PCR y analisis

Todas las amplificaciones se secuenciaron en ambas direcciones por el método de Sanger
(1975). Las reacciones de PCR obtenidas por la técnica de Fitzsimmons (1997) se enviaron
a la empresa MacroGen (Rockville, Maryland, Estados Unidos de América). El segundo
blogue de amplificaciones a través de la extraccion con la técnica de Doyle (1991) se
secuenciaron en el Departamento de Genética del Colegio de Postgraduados, Campus

Montecillos, Estado de México, México.

Las secuencias se ensamblaron y se editaron en el programa BioEdit version 7.0.5 y
se compararon con la ayuda del programa BLAST (Basic Local AlignmentSearchTool) del
Centro Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en inglés). Las
similitudes entre secuencias bioldgicas se exploraron en la base de datos del GenBank.
Posteriormente, se construyd un arbol de distancias tipo NJ. Para ello, se seleccionaron 16
secuencias de la tribu Dicyphinii de la familia Miridae identificadas hasta especie y
disponibles en la base de datos del GenBank (Cuadro 3). El criterio de seleccion de las
secuencias fue el tamafio (rango entre 625-726 pb). Estas secuencias se sometieron a un
alineamiento con el programa MEGA7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis version

7.0) (Tamura et al., 2015), en donde se agruparon dentro de la tribu antes sefalada.
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Cuadro 2. Relacion de las especies de la familia Miridae seleccionadas con su respectiva
clave de acceso en el GenBank y niumero de pares de bases.

Clave de acceso Especie Pares de bases

(pb)
KT598371.1 Nesidiocoris tenuis 726
ALR96507.1 Nesidiocoris tenuis 726
KM022848.1 Macrolophus pygmaeus 658
FM210177.1 Macrolophus caliginosus 658
KR578158.1 Macrolophus tenuicornis 658
KMO022470.1 Macrolophus rubi 658
KR032838.1 Tupiocoris agilis 658
KR044999.1 Tupiocoris confusus 658
HQ106443.1 Tupiocoris californicus 658
HQ106445.1 Tupiocoris rubi 658
KR035861.1 Tupiocoris similis 658
KR583969.1 Dicyphus discrepans 658
KJ541563.1 Dicyphus globulifer 658
KM022250.1 Dicyphus errans 658
KM022312.1 Dicyphus pallidus 658
KM022434.1 Dicyphus epilobii 658
KR044361.1 Dicyphus famelicus 658

5.4 Fecundidad y longevidad, en condiciones de laboratorio, de una de las especies
determinadas molecularmente

Los adultos utilizados en este experimento se obtuvieron de la siguiente forma. De la cria
previamnte establecidad y mantenida en el laboratorio se separaron 100 ninfas de cuarto y
quinto instar, las cuales se liberaron en una jaula de madera (45 x 65 x 45 cm) cubierta con
tela organza que contenia tres plantas de tomate. Estas ninfas se alimentaron con huevos de
S. cerealella + una solucién de azlcar al 5%, como se describié anteriormente. Después de
la emergencia, los adultos se mantuvieron en esta misma jaula durante cinco dias con el fin
de asegurar su apareamiento. En un vaso de plastico transparente (0.5 L de capacidad) se
colocé una seccién apical del tallo (~10 cm) de una planta de tomate tipo saladette
(variedad Moctezuma) que contenia 1-2 hojas en desarrollo. Para evitar la deshidratacion,

la base de la seccion del tallo de tomate se introdujo en un tubo de plastico (7 mm de
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didmetro x 5.5 cm de altura) que contenia una solucion nutritiva al 5% de Steiner (1984)
(Dimas 2017). Este tubo de plastico se sujeto con plastilina a la base del vaso de plastico y
se cubrié con algodon. El vaso de plastico se cubrid con tela de organza para evitar el
escape de los insectos y favorecer la aireacion. Posteriormente, se introdujeron 2 machos +
1 hembra (5 dias de edad) de E. varians (= a una repeticién), los cuales se alimentaron con
huevos de S. cerealella dispuestos sobre 1cm’ de cinta adhesiva de doble cara (Truper®,
Jilotepec de Abasolo, México) que se colocd en la parte media de la pared del vaso.
También se les ofrecié una solucion de azucar al 5% en un tubo Eppendor® de 1.5 mL

relleno con algodon, el cual se sujetd, de forma invertida, de la pared del vaso.

Los adultos del depredador se transfirieron, cada cuatro dias, a un nuevo vaso de
pléastico con una nueva seccion apical de tallo de tomate hasta su muerte. Las plantas de
tomate ovipositadas se conservaron en condiciones de laboratorio (~25 °C, 56% de
humedad relativa [HR] y un fotoperiodo de 12:12 h [luz: oscuridad]). La solucion nutritiva
se remplazé cuando fue necesario. Se realizaron 20 repeticiones. Después de 7 dias de
oviposicion, las plantas se observaron cada 24 h hasta el 18° dia y se contabilizé el namero
de ninfas emergidas. Las hembras de diversas especies de miridos depredadores, entre ellas
E. varians, ovipositan endofiticamente; es decir, insertan sus huevos en los tallos de la
planta, peciolo y nervaduras principales de las hojas (Pineda et al., 2016). Por lo tanto, para
determinar la fecundidad acumulada, durante toda la vida, de las hembras de este
depredador, en este estudio se considerd el nimero de ninfas emergidas/hembra, como fue
reportado por Silva et al. (2016) y Mena-Mocifio (2016) para esta misma especie de
depredador. Para determinar la longevidad, las hembras y machos se observaron cada 24 h

hasta su muerte.

5.5 Evaluacion de la fitofagia

5.5.1 Condiciones experimentales y practicas del cultivo de tomate

Este experimento se realizo en un cultivo de tomate tipo saladette (variedad Moctezuma) en
un invernadero (69 x 24 m) comercial y demostrativo del Centro de Desarrollo Tecnoldgico

(CDT) del Fideicomiso Instituido en Relacion a la Agricultura (FIRA) ubicado en Morelia,

43



Michoacén. Este invernadero es de tecnologia media debido a que cuenta con un sistema de
riego semiautomatizado, su apertura y cierre de cortinas es de forma mecanica por

accionamiento manual y esté cubierto con plastico de polietileno y malla antiafidos.

5.5.2 Descripcion del experimento

El experimento inici6 el 4 de julio de 2017, cuando las plantas de tomate tenian 50 dias
después del trasplante. Las plantas se encontraban distribuidas en 14 hileras, cada una con

144 plantas separadas, entre si, por 40 cm. La separacion entre hileras fue de 1.1 m.

El dafio causado por E. varians se evalud, separadamente, con hembras y machos bajo
dos tratamientos: sin alimento y con alimento a base de huevos de S. cerealella. Para ello,
se selecciond el tercer racimo de flores de la planta de tomate, el cual se cubrié con una
jaula cilindrica (60 cm de diametro x 35 cm de largo), hecha a partir de dos aros de pléstico
y dos varillas de madera como soporte. Esta jaula se cubrié con tela de organza para evitar
el escape de los insectos (Figura 3). Los extremos de la jaulase encontraban abiertos con el
fin de colocarse alrededor de los tallos de las plantas tomate. Posteriormente, se liberaron 3
machos o 3 hembras (<5 dias de edad), presumiblemente apareados. El racimo de flores
estaba conformado, en promedio, por siete flores, un fruto en etapa de desarrollo
comunmente conocida como “canica” (~1 cm de didmetro) y un fruto desarrollado (~4 cm
de didmetro). Las jaulas se sujetaron, de cada extremo, al tallo de la planta de tomate con

una cuerda de polietileno.

Los huevos de S. cerealella que se les ofrecio a los machos o hembras de E. varians se
colocaron sobre un recuadro (2 cm?) de cinta adhesiva (Scotch Brand®, Minneapolis,
Estados Unidos de Ameérica), la cual se sujetd, de uno sus extremos, al tallo de la planta de
tomate (Figura 4). El alimento se remplazé cada cuatro dias hasta la muerte de los
individuos. Se realizaron ocho repeticiones por tratamiento y testigo, en el cual no se
liberaron insectos (testigo 1). Una repeticion consistio de una jaula que incluyo a 3 machos
0 3 hembras de E. varians con o sin alimento. Para descartar el efecto de las jaulas sobre el

desarrollo de los frutos, también se incluyd un tratamiento, considerado como testigo 2, en

44



el cual el racimo de flores no se cubrié con la jaula antes descrita. El experimento se instalo
Unicamente en cuatro hileras del invernadero, como se esquematiza en la Figura 5. Durante
la evaluacion, las temperaturas minima y méaxima fueron entre 10-28 y 36-41 °C,
respectivamente, mientras que las HR minima y méaxima fueron entre 29.4-38.7 y entre

74.87-97.4%, respectivamente.

Figura 3. Jaula instalada alrededor del tercer racimo de la planta de tomate en condiciones
de invernadero para evaluar el dafio ocasionado por los adultos de Engytatus varians

45



Figura 4. A) Cinta adhesiva, sujetada al tallo de la planta de tomate, con huevos de
Sitotroga cereallela. B) Hembra de Engytatus varians alimentandose de los huevos de
Sitotroga cerealella.

Seis dias antes del inicio del experimento (28 de junio del 2017) se realiz6 una aplicacién
de 110 mL del insecticida-acaricida botanico Biodie® (3.50% de argemonina, un alcaloide
extraido de la planta Argemone mexicana L.; Promotora Técnica Industrial, Jiutepec,
Morelos, México) + 30 mL del adherente dispersante Prolux Ultra® (Promotora Técnica
Industrial, Jiutepec, Morelos, México), disueltos en 150 L de agua, contra el &acaro
Tetranichus urticaeKoch. En esta misma mezcla se adicionaron 110 mL del fungicida
comercial Velonil® (52% de clorotalonil; Velsimex, Ciudad de México, México), como
preventivo para el oomycete Phytophthora infestans (Mont.) y el hongo Fusarium
oxysporum Schltdl. A los diez dias después del inicio del experimento (14 de julio del
2017) se aplicaron 300 mL del fungicida-acaricida Tools®(52% de azufre elemental;
Valent, Ciudad de México, México) + 5 mL Engeo® (12.62% de tiametoxam + 9.49% de
lambda cyalotrina; Syngenta Agro, San Luis Potosi, México) + 30 mL del adherente
dispersante antes mencionado, disueltos en 300 L de agua, contra las moscas blancas B.
tabaci y T. vaporariorum, el psilido de la papa B. cockerelli, el pulgén del durazno M.

persicae y los acaros T. urticae y A. lycopersici.
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Figura 5. Distribucién de los tratamientos utilizados para evaluar el dafio ocasionado por
los adultos de Engytatus varians sobre las plantas y frutos de tomate. Hembras con
alimento O, hembras sin alimento @ , machos con alimento A machos sin alimento A,

testigo 1 My testigo2 O
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Esta mezcla de compuestos se aplicd dos veces mas, durante el experimento con intervalos
de 10 dias (24 de julio y 03 de agosto de 2017). Las aplicaciones se realizaron con una
aspersora de motor tipo parihuela. Para favorecer la polinizacion, se realizaron dos
liberaciones del abejorro Bombus impaties Cresson (Hymenoptera: Apidae) (Natupol®,
Koppert, Querétaro, México); la primera el 7 de junio y la segunda el 9 de agosto de 2017.
Por cada 1,250 m® se colocé una colmena de abejorros, compuesta por una reina y 80

obreras.

Las plantas de tomate se fertilizaron, con la solucion nutritiva de macronutrientes
(Ca [NOs]2, MgSO,4, KH,PO4, KNO3 y K;SO,4) (Steiner, 1984) y micronutrientes (hierro,
manganeso, boro, zinc, cobre y molibdeno) (Kelatex-Multi®, San Nicolas de Los Garza,
Nuevo Leodn, México), cada 1.5 h durante 3 min a través de riegos por goteo. Sin embargo,
la frecuencia y duracion de estos riegos dependio de las condiciones diarias de temperatura
y humedad. Con el fin de optimizar el uso del agua, el sistema de riego es cerrado y con

recuperacion de la solucion nutritiva.

Las plantas de tomate se condujeron a dos tallos. Cuando tenian 45 dias de edad se
trasplantaron en bolsas de plastico negro bicapa (50 x 50 cm) con proteccion hacia los
rayos UV. El sustrato empleado consistié de una mezcla de vermiculita y tezontle (1:1)
granulometria de 50% de particulas finas y 50% de particulas gruesas con una aireacion de
27%. Después de 10 dias del trasplante (~35 cm de altura), las plantas se tutorearon con una
cuerda de polietileno que se sujeto al alambre de tutoreo. El tutorado y la eliminacién de
brotes laterales se realizaron una vez por semana. La eliminacién de hojas senescentes, asi
como las hojas basales, se realiz6 en funcion de la definicion del primer racimo de frutos;
posteriormente, conforme al requerimiento de las plantas. Con el fin de homogenizar el
calibre de los frutos, también se eliminaron los frutos malformados, lo que se conoce
comunmente como raleo de frutos. Cuando las plantas desarrollaron el quinto racimo de

frutos se inclinaron sobre el sustrato para favorecer su desarrollo.
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5.7 Evaluaciones

Para evaluar la longevidad, las hembras y machos de E. varians presentes en las jaulas de
los tratamientos ensayados se observaron cada 24 h hasta su muerte. También se determin6
la descendencia, la cual se consider6 como el numero de ninfas emergidas en los
tratamientos que contenian hembras con alimento y hembras sin alimento. Para evaluar los
efectos causados por los adultos de E. varians sobre las plantas de tomate, se observaron
diariamente los tallos y los frutos. Se registré el nimero de anillos necrdticos en tallos y
punturas en los frutos ocasionadas por la alimentacion de los adultos de E. varians, con
base a lo reportado por Calvo y Urbaneja (2003) para N. tenuis (ver Figura 2). Los frutos de
tomate se cosecharon cuando presentaron la madurez comercial (> 90% de color rojo), se
pesaron individualmente en una balanza de precision (Scout® Pro 200, Ohaus, Nueva
Jersey, Estados Unidos de América) y posteriormente se clasificaron en cuatro categorias,
con base a su peso en gramos (Figura 6): Chico (<70 gramos), Segunda (71-89 gramos),
Primera (90-119 gramos) y Jumbo (>120 gramos). Lo anterior segun la categoria comercial
propuesta por el CDT-FIRA (adaptado de la Norma Mexicana para hortalizas frescas
[tomate] NMX-FF-031-1982) (http://www.economia-nmx.gob.mx). También se registro el
numero total de frutos por cada una de estas categorias en cada tratamiento, asi como el
rendimiento promedio en gramos en cada cosecha. Con el fin de conocer el posible efecto
de los adultos de E. varians sobre la calidad de los frutos, también se determino, con un
refractometro (Ade Advanced Optics® Oregon, Estados Unidos de América) y a través de
la escala de grados Brix (°Bx), el contenido de azucares disueltos en los frutos de tomate
provenientes de la primera y cuarta cosecha. Para ello, se eligié al azar un fruto de tomate
de cada tratamiento de estas cosechas y, con una pipeta Pasteur de 3 mL (HYLA, S.A. de
C.V., México, México), se extrajeron 0.5 mL de jugo del centro del fruto de tomate. La
determinacion de los °Bx de los frutos de tomate se realizo, en el mismo fruto, en dos
tiempos en cada una de ambas cosechas; la primera el dia de la cosecha y la segunda 10

dias después de la misma. Durante este tiempo, los frutos de mantuvieron a 4 °C.
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El jugo de tomate se colocd sobre el prisma del refractometro y posteriormente se observo,
a través del ocular la escala Brix por refraccion, mostrando en porcentaje la concentracion
de azucares disueltos. Finalmente, después de las cosechas de los frutos de tomate se midié
el didmetro del tallo en tres puntos diferentes (Figura 7), donde se ubicaron las jaulas, asi

como en el testigo 2.
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Primera Segunda Primera Jumbo

< 70 gramos 71-89 gramos 90-119 gramos > 120 gramos

Figura 6. Clasificacion de las categorias comerciales propuesta por el CDT-FIRA, con base al peso en gramos de los frutos de tomate
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35¢cm

35¢cm

Figura 7. Medicion del diametro del tallo de la planta de tomate. Los circulos de color
amarillo indican el sitio de registro del diametro del tallo en tres diferentes puntos (alto,
medio y bajo). A) Tratamiento dentro de jaulas B) Tratamiento de racimo libre. El racimo
de frutos se consideré como referencia para los registros de los datos (aproximadamente 35
cm entre cada punto de registro).
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5.8 Analisis de datos

Los datos de la longevidad de machos y hembras de E. varians obtenidos en condiciones
de laboratorio, asi como los de la descendencia de las hembras en condiciones de
invernadero se analizaron a través de la prueba t de Student. Los datos de longevidad de
hembras y machos en condiciones de invernadero, el nimero de frutos por racimo,
concentracion de azucares disueltos (°Bx) en los frutos de tomate y didmetro de los tallos se
analizaron a través del procedimiento de modelos lineales generalizados (GLM). El peso de
los frutos de tomate se evaludé con un andlisis multifactorial de tres niveles (peso, nimero
de cosecha y tratamientos). Todas las pruebas estadisticas se analizaron con el programa
SAS® (SAS/STAT versidn 9.3; SAS Instituto, Cary, NC). Las diferencias entre medias se
separaron con la prueba de diferencias minimas significativas (LSD, P < 0.05).
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6. RESULTADOS

6.1 Identificacion morfoldgica

De acuerdo a las claves taxondmicas de Ferreira et al. (2015), Ferreira y Henry (2011) y la
guia para la identificacién de miridos de interés en tomate de Goula y Alomar (1994), la
identidad de los especimenes colectados en campo corresponde a N. tenuis y Engytatus sp.
El especialista en la familia Miridae corrobord la identificacion de la especie N. tenuis y

determiné a la segunda como E. varians.

6.2 Identificacion molecular

6.2.1 Extraccion y Amplificacion

El ADN genomico extraido por el protocolo de Fitzsimmons (1997) se comprobo a traves
de la electroforesis en gel de agarosa (Figura 8), mostrando bandas de calidad cercana a los
20 y 40 ng/pl. Por otro lado, con la técnica de Doyle (1991) se obtuvieron concentraciones
de ADN en un rango de 15 a 261.8 ng/ul, las cuales se corroboraron con la relacion de
absorbancia A260/280. Estas muestras de ADN se diluyeron a 20 ng/ul para usarse en las
amplificaciones por PCR. Con los cebadores LCO 1490 y HCO 2198 (Folmer et al., 1994)
se amplificaron fragmentos de ~600 pares de bases (pb) en ambas técnicas (Figuras 9) que
corresponde con el tamario esperado de la region (658 pb).Sin embargo, las amplificaciones
realizadas con el ADN precipitado por el método Doyle (1991) generaron bandas
indeterminadas de menor longitud al fragmento esperado (Figura 10) que requirieron un
lavado extra con el kit ExoSap-IT® (Thermo Fisher Scientific Inc, California, Estados
Unidos de América). Previo a la secuenciacion, la limpieza de las amplificaciones del ADN
del método de Fitzsimmons (1997) se solicitaron de acuerdo a los estandares de la empresa

MacroGen (Rockville, Maryland, Estados Unidos de América).
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Figura 8. Bandas de ADN por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de las extracciones
por el protocolo de Fitzsimmons (1997). La banda izquierda contiene el marcador

molecular (1Kb).
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Figura 9. Amplificaciones a partir de ADN por
protocolo de Fitzsimmons (1997). El tamafio

de la banda se ajusta al fragmento esperado de
~ 650 pares de bases.

6.2.2 Secuencias de COl

Marcador

1kb

Figura 10. Amplificaciones de ADN con la
técnica de Doyle (1991). Se muestran bandas
indeterminadas de menor longitud e intensidad
que el fragmento esperado.
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Se obtuvieron quince secuencias de las tres especies de miridos (Cuadro 4). Seis reacciones
de PCR se enviaron a la empresa MacroGen; tres productos de PCR pertenecian a la
especie determinada morfologicamente como N. tenuis y las otras tres al mirido
identificado como Engytatus sp. (ambas colectadas en el campo experimental de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Autonoma de Sinaloa). De estas amplificaciones
se obtuvieron secuencias con longitudes de 683 a 691 pb. En el Colegio de Postgraduados
(COLPQOS), Campus Montecillos, Texcoco, Estado de Meéxico, se secuenciaron 16
amplificaciones. De éstas solo se consiguieron nueve secuencias; cuatro pertenecieron a E.
varians de la cria del LEA del 1IAF-UMSNH, dos a E. varians del Laboratorio de
Ecotoxicologia de Insectos de la Universidad Federal de Lavras, Brasil y tres a E. modestus
de Koppert de México S. A de C. V., Queréetaro, México. Las longitudes de estas

secuencias estuvieron comprendidas entre 686 a 717 pb.

Cuadro 4. Etiqueta correspondiente a la identificacion morfoldgica, origen de colecta,

lugar de secuenciacion y tamario de la secuencia obtenida.

Etiqueta de la Secuencia Origen de los individuos Centro de Tamafo
secuenciacion (pb)
Nesidiocoris tenuis Campo experimental de la Facultad de Macrogen 691
Nesidiocoris tenuis Agronomia de la Universidad Auténoma de 684
Nesidiocoris tenuis Sinaloa 688
Engytatus sp. 1 Campo experimental de la Facultad de Macrogen 688
Engytatus sp. 2 Agronomia de la Universidad Auténoma de 683
Engytatus sp. 3 Sinaloa. 683
Engytatus varians 1 717
Engytatus varians 2 LEA del IAF-UMSNH COLPOS 686
Engytatus varians 3 684
Engytatus varians 4 686
Engytatus varians 1(Brasil) Laboratorio de Ecotoxicologia de Insectos COLPOS 716
Engytatus varians 2(Brasil) Universidad Federal de Lavras, Brasil. 710
Engytatus modestus 1 o . 702
Engytatus modestus 2 Koppert de Mexm;\a/lg).(,ibége C.V. Queretaro, COLPOS 714
Engytatus modestus 3 717

Las secuencias se compararon por medio del programa BLAST con las 7,759 secuencias
disponibles para COI de la familia Miridae en el GenBank. Las tres secuencias derivadas de

la especie identificada morfolégicamente como N. tenuis coincidieron en mas del 98% con
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las secuencias de esta misma especie. Las doce secuencias restantes no tuvieron

coincidencias en la busqueda de identidades.

Como en la base de datos del Genbank no existen secuencias del gen COI o de otro
marcador molecular para el género Engytatus, las secuencias de la especie E. varians
provenientes de la cria del LEA-IIAF-UMSNH sirvieron como referencia para este género.
Se construyé el arbol de distancias tipo NJ con las 20 secuencias seleccionadas de la base
de datos y se incluyé como grupo externo a tres miembros de la tribu Mirinii, tomando
como referencia el trabajo de Jung y Lee (2011): Lygus hesperus (Knight) (658 pb),
Lygocoris communis Knight (658 pb) y Apolygus lucorum (Meyer-Dir) (658 pb) (Figura
11). La topologia del arbol muestra a doce secuencias en un grupo monofilético que se
recupera el 100% de las réplicas. Estas secuencias pertenecen a las chinches determinadas
morfologicamente como Engytatus sp. (Campo experimental de la Facultad de Agronomia
UAS), E. varians (LEA-1IAF- UMSNH y Laboratorio de Ecotoxicologia de Insectos de la
Universidad Federal de Lavras, Brasil) y E. modestus (Koppert de Mexico S.A de C.V.
Querétaro, México). Las tres secuencias obtenidas de los miridos determinados
morfologicamente como N. tenuis se agruparon en aquellas que se selecccionaron del
GenBank para esta especie, formando también un clado monofilético recuperado con un
coeficiente de 100% las 700 réplicas por bootstrap a las que fue sometido el analisis. Las
especies seleccionadas del género Macrolophus no se agruparon en el mismo clado. La
especie Macrolophus tenuicornis Fieber se traslap6 con el grupo constituido por miembros
del género Dicyphus y se recupero el 95% con Dicyphus famelicus (Uhler), mientras que el
resto, aparece mas cercano al género Tupiocoris. El grupo externo constituido por los tres
miembros de la tribu Mirinii es apropiado para esta aproximacion, otorgando una raiz

solida y diferenciada al arbol, con 95% de recuperacion de replicas.
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Figura 11. La relacion se infiri6 utilizando el método Neighbor-Joining. Se muestra el arbol éptimo
con la suma de la longitud de ramificacion = 3.46069633. El porcentaje de arboles replicados en el
que los taxones asociados se agrupan en la prueba de bootstrap (700 réplicas) se muestran junto a las
ramas. El arbol estd dibujado a escala, con longitudes de rama en las mismas unidades que las
distancias evolutivas utilizadas para inferir el arbol filogenético. Las distancias evolutivas se
calcularon utilizando el método de méaxima verosimilitud compuesta y estan en las unidades del
namero de sustituciones de bases por sitio. El andlisis involucrd 36 secuencias de nucleétidos del gen
mitocondrial Citocromo oxidasa subunidad | (COIl). Las posiciones de los codones incluidos fueron
1st + 2nd + 3rd + Non coding. Se eliminaron todas las posiciones que contenian gaps y datos
faltantes. Hubo un total de 614 posiciones en el conjunto de datos final (MEGAY7).



Complementario al analis de distancias tipo NJ, se construyd un arbol por inferencia

bayesiana (Anexo).

6.3 Longevidad yfecundidad en laboratorio

6.3.1 Longevidad

La longevidad de los adultos de E. varians no fue significativamente diferente entre sexos
(t=0.1920, P >1.74); los machos vivieron 33.04 + 2.75 dias y las hembras 26.95 + 3.02. La
mayor mortalidad de los individuos de ambos sexos ocurri6 entre los dias 19 y 25 (42 y
57% en hembras y machos, respectivamente). Una hembra vivié hasta 60 dias y dos

machos vivieron mas de 60 dias; uno 64 y el otro 67 dias.

6.3.2 Fecundidad

El promedio de ninfas/hembra de E. varians (fecundidad acumulada) durante toda su vida
fue de 47.2 + 2.4. El mayor nimero de ninfas/hembra (entre 6 y 8 ninfas/hembra) se
registré en la 28, 32 y 42 exposicion cuando las hembras tenian entre 9 y 20 dias de edad
(Figura 12). Posteriormente, el nimero de ninfas/hembra disminuyo entre 3 y 5 cuando las
hembras tenian entre 21 y 41 dias de edad (entre la 5 y 102 exposicion). ElI nimero de
ninfas/hembra disminuy6 a 1 en las 112 y 122 exposiciones, mientras que en las 132 y 142
exposiciones (53 y 60 dias de edad, respectivamente) no hubo descendencia de la Unica

hembra que se encontraba viva.
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Figura 12. Numero de ninfas/hembra de Engytatus varians en diferentes exposiciones.
Cada exposicion tuvo una duracion de cuatro dias e iniciaron cuando las hembras del
depredador tenian 5 dias de edad.

6.4 Evaluacion de la fitofagia

6.4.1 Longevidad y descendencia en invernadero

Las hembras que se alimentaron con huevos de S. cerealella vivieron significativamente
(F=6,97; gl = 5, 96; P < 0.0003) 5 6 7 dias méas (19 dias, rango entre 18 y 20 dias),
comparado con las hembras que no tuvieron alimento o los machos con y sin alimento

(Cuadro 5).
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Cuadro 3. Longevidad (dias + EE) de hembras y machos de Engytatus varians con y sin
alimento y descendencia (expresada como promedio de ninfas/hembra £ EE) y ninfas
totales/hembras bajo las dos condiciones alimenticias.

Longevidad (dias)® Descendencia
Tratamiento Ninfas/tratamiento® Ninfas
totales
Hembras con alimento 19.39+1.32a 9.12+1. 14a 73
Hembras sin alimento 1184+ 1.28b 1.37+0.90b 11

Machos con alimento 13.85+1.25b - -
Machos sin alimento 1248 +1.22 b - -

Medias dentro de la columna, seguidas por la misma letra no difieren significativamente (CANOVA
y °t de Student, LSD; P > 0.05).

El nimero de ninfas/hembra de E. varians (= descendencia) fue significativamente mayor
(t= 28.32, P < 0.00001) cuando las hembras se alimentaron con huevos de S. cerealella (9
ninfas/hembra), comparado con lo obtenido en el tratamiento de hembras sin alimento (1.5
ninfas/hembra) (Cuadro 5). En total se colectaron 73 y 11 ninfas en los tratamientos de
hembras con alimento y hembras sin alimento, respectivamente. La primera ninfa se colecto
19 dias despues del inicio del experimento en una de las repeticiones del tratamiento de
hembras con alimento, mientras que la Gltima ninfa se colectd a los 40 dias después del

inicio del experimento en este mismo tratamiento, 5 dias antes morir la tltima hembra.
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6.4.2 Dafios sobre tallos y frutos

No se registraron dafos causados por E. varians sobre los tallos y frutos (ver Figuras 13A'y
B) de tomate (ver Figuras 14A, B, C, D y E). Sin embargo, sobre los frutos se observaron
punturas que no son caracteristicas del dafio causado por alimentacion de insectos
zoofitéfagos (Figura 14C). Estas punturas se observaron sobre los frutos Gnicamente en los
tratamientos de hembras con y sin alimento a los 10 dias después del inicio del
experimento; pero, de acuerdo con el desarrollo y maduracion de los frutos, estas punturas

se desvanecieron.

®
Q

2¢cm

Figura 13. Comparacion entre A) un tallo con heridas inducidas por Nesidiocoris tenuis
(foto tomada del sitio web http://biologicalservices.com.au/products/nesidiocoris-
28.html) y B) tallo sin lesiones donde se liberd Engytatus varians.
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B) Dafio causado por Engytatus varians (4
individuos/planta) en tomates tipo saladette var. Rio
Grande. Foto tomada por Pérez-Aguilar (2015) cuando
evalué la depredacion de este mirido sobre Bactericera
cockerelli bajo condiciones de invernadero.

A) Punturas en frutos causadas por
Nesidiocoris tenuis (Tomado de
Calvo y Urbaneja, 2003).

C) Punturas sobre frutos detomate tipo
saladette var. Moctezuma, pero que no
corresponden al dafio ocasionado por
alimentacion de Engytatus varians.

E) Fruto de tomate tipo saladette var. Moctezuma con liberacion

D) Punturas ocasionadas por Engytatus variar'ls de Engytatus varians. Las punturas se desvanecieron con el
sobre fruto de tomate tipo saladette var. Rio desarrollo y maduracién del fruto. Esta foto corresponde al mismo
Grande (Foto de Pérez-Aguilar 2015). fruto de la foto del inciso C, tomada 40 dias despusés.

Figura 14. Punturas sobre frutos de tomate causadas por miridos zoofitéfagos y fruto sin dafio, en reportes previos y en esta

investigacion.
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6.4.3 Categorias

Durante todo el experimento se cosecharon 321 frutos de tomate, los cuales se
categorizaron a razén de su peso. No se encontraron diferencias significativas en el niimero
total de frutos de tomate entre cada categoria: Chico (F=1.37; gl = 5, 57; P < 0.254),
Segunda (F= 0.84, gl =5, 69; P < 0.529), Primera (F=0.18, gl =5, 93; P < 0.966) y Jumbo
(F=0.35, gl =5, 98; P < 0.877) (Cuadro 6). El racimo de frutos utilizado en el experimento
estuvo conformado por entre 6 y 8 frutos, sin diferencias significativas entre tratamientos
(F=1.354, gl = 5, 39; P < 0.276). En promedio hubo 2 frutos de tomate de cada una de las
categorias antes mencionadas (Figura 15).

Figura 15. Conformacién promedio de un racimo de frutos de tomate. Se muestran 7
frutos de tomate clasificados en cuatro categorias: 2, 2, 2 y 1 frutos de las categorias
Jumbo, Primera, Segunda y Chico, respectivamente.
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Cuadro 4. Numero de frutos de tomate (promedio + EE) por categoria y nimero de frutos del racimo (promedio + EE) en cada tratamiento.

Tratamiento

Categoria de los frutos de tomate/NUmero de tomates (n)

Chico

Segunda

Primera

Jumbo

Total

Testigo 1
1+0.188a (8)
(Jaula libre deinsectos)

Testigo 2
1.5+ 0.75a (9)
(racimo libre)
Hembras con alimento
1.87 +0.83a (11)
Hembras sin alimento
1.87 £ 0.12a (9)
Macho con alimento
1.62 + 0.51a (11)
Macho sin alimento
1.5+ 0.75a (10)

1.62 + 0.56a (11)

1.62 +0.32a (13)

1.12 + 0.44a (9)

1.12 +0.22a (12)

2 +0.42a (12)

1.2 +0.35a (9)

2 +0.37a (16)

2.25+0.46a (14)

2.25 +0.25a (17)

2 +0.26a (16)

2 +0.46a (15)

2 +0.42a (16)

2.12 +0.47a (17)

2.37 +0.37a (15)

2.37 +0.41a (19)

2 +0.18a (16)

1.87 +0.29a (15)

2 +0.26a (17)

6.74 £ 0.64a (52)

7.86 £ 0.51a (51)

7.61 £ 0.26a (56)

6.99 + 0.27a (53)

7.49 £ 0.27a (57)

6.7 +0.53a (52)

Medias entre filas seguidas por la misma letra no difieren significativamente (ANOVA, LSD; P > 0.05). n, nimero de tomates por categoria.



6.4.4. Rendimiento

Se realizaron cuatro cosechas de frutos de tomate con una diferencia de 4 dias entre las
mismas. El peso por fruto de tomate, en cada una de las cosechas, fue significativamente
diferente entre los seis tratamientos ensayados (F = 13.46; gl = 22,320; P < 0.0001)
(Cuadro 7). En la primera cosecha, cada fruto de tomate del tratamiento de machos con
alimento (142 g) pes6 mas que los frutos de los tratamientos restantes (112-128 g/fruto),
incuido el testigo 1 (122 g/fruto). El tratamiento de hembras con alimento (112 g) registrd
el peso mas bajo. En la segunda cosecha, no hubo diferencias significativas en el peso
promedio por fruto entre ambos testigos (141-142 g), pero si entre los tratamientos de
hembras con alimento y machos con y sin alimento (116-118 g/fruto). En el tratamiento de
hembras sin alimento se registré un peso intermedio (130 g/fruto) de los frutos entre los
tratamientos antes sefialados. En la tercera cosecha, el peso mas alto por fruto de tomate se
registro en los tratamientos Testigo 2, hembras sin alimento y machos con alimento (91-
100 g) y fue distinto al registrado en los tratamientos Tetigo 1 (75 g) y hembras con
alimento (65 g), pero no del tratamiento machos sin alimento (87 g). En la cuarta cosecha,
el peso por fruto registrado en el Testigo 2 (90 g) fue significativamente mayor al obtenido
en el resto de los tratamietos (73-78 g), excepto en el tratamiento de hembras con alimento
(80 g). En general, el peso por fruto de tomate disminuyé conforme al nUmero de cosecha,
ya que el peso de éstos fue mayor en las dos primeras cosechas, donde se recolectaron los

frutos de mayor peso y que correspondieron a las categorias primera y jumbo (Figura 16).
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Cuadro 7. Peso promedio (g £ EE) por fruto de tomate de las cuatro cosechas diferentes.

Tratamiento

Numero de cosecha/peso (g)/ Numero de tomates (n)

Primera Segunda Tercera Cuarta
Testigo 1
122.63+ 8.88 Ab (8) 142.05 +5.76 Aa (19)  75.50 + 10.25 Bb (6) 73.56 + 8.37 Bb (9)
(Jaula libre de insectos)
Testigo 2
ND 141.16 +5.92 Aa (18)  100.42 +5.48 Ba (21)

(racimo libre)

Hembras con alimento

Hembras sin alimento

Machos con alimento

Machos sin alimento

112.05 + 5.76 Ac (19)

127.50 + 6.97Ab (13)

141.66 + 6.28 Aa (16)

126.77 + 5.36 Ab (22)

116.94 + 6.09 Ab (17)

130 + 5.76 Bab (19)

115.93 + 6.49 Bb (15)

118.33 + 6.49 Ab (15)

65.33 + 10.26 Bb (6)

91.09 + 7.58 Ca (11)

92 +7.95 Ca (10)

87.38 + 8.88 Bab (8)

90.21 + 6.72 Ba (14)

80.3 + 7.95 Bab (10)

72.07 + 6.72 Cb (14)

77.86 + 6.49 Cb (15)

75.25 + 6.28 Cb (16)

Medias entre filas (letras mayusculas) y columnas (letras mindsculas), seguidas por la misma letra, no difieren significativamente (ANOVA, LSD;
P > 0.05). ND, No determinado porque este testigo se incluyé hasta la segunda colecta. n, nimero total de frutos.
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10 cm

Figura 16. Frutos de tomate de dos categorias colectados en la segunda cosecha en los diferentes tratamientos ensayados: A) Jumbo y
68

B) Primera.



6.4.5 Grados Brix y didmetro de los tallos

Debido a que los datos de porcentajes de azucares disueltos en los frutos de tomate fueron
muy similares en la primera y segunda medicion, tanto de la primera como de la cuarta
cosecha, los datos se agruparon por cada determinacion de este parametro: rango de 3.6 a
4.0% y 3.7 a 4.3% de azUcares para la primera y segunda medicién de ambas cosechas,
respectivamente. El porcentaje de la concentracién de azucares disueltos en los frutos de
tomate, expresado como grados Brix, no fue significativamente distinto (F = 1.217, gl = 5,
95; P < 0.29) entre los tratamientos de cada una de las determinaciones ni entre estas
altimas (4% de azucares en todos los tratamientos) (Cuadro 8).

El didmetro de los tallos (2 cm) no mostro diferencias significativas (F = 0.74; gl =
6,144; P < 0.75) entre los diferentes tratamientos ensayados (Cuadro 8).

Cuadro 5. Grados Brix de los frutos (porcentaje + EE) y diametro (cm + EE) de los tallos
de las plantas de tomate cuando se liberaron machos y hembras con y sin alimento.

Determinaciones de °Bx (%0)

Tratamiento Diametro (cm)
Primera Segunda

Testigo 1 (jaula libre de insectos ) 3.92 £ 0.05Aa 4.1 +0.13Aa 2.17 £0.02a
Testigo 2 (racimo libre) 3.99 £ 0.06Aa 4.1 + 0.05Aa 2.22 £0.04a
Hembras con alimento 3.88 + 0.05Aa 4.0 = 0.05Aa 2.20 £ 0.04a
Hembras sin alimento 3.95 + 0.05Aa 4.04 + 0.05Aa 2.18 £ 0.02a
Machos con alimento 3.95 + 0.06Aa 4.05 + 0.06Aa 2.24 £0.03a
Machos sin alimento 3.91 + 0.06Aa 4 +0.05Aa 2.19 £0.02a

Medias entre filas (letras mayusculas) y columnas (letras mintsculas), seguidas por la misma letra,
no difieren significativamente (ANOVA, LSD; P > 0.05).
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7. DISCUSION

7.1 Identificacién morfoldgica y molecular

Debido al potencial que poseen los integrantes de la tribu Dicyphinii de la familia Miridae
como agentes de control bioldgico, su determinacion taxondmica confiable es
indispensable. Hasta los ultimos 15 afios la determinacion de especies del suborden
Heteroptera generalmente se ha hecho exclusivamente considerando las caracteristicas
morfoldgicas (Morales et al. 2016). Sin embargo, los trabajos realizados sobre la
determinacion taxondmica de especimenes de este grupo recomiendan el uso, por lo menos,
de una herramienta molecular complementaria (Park et al., 2011; Foottit et al., 2014;
Raupachet al., 2014).

En la mayoria de los insectos, el uso de las claves dicotdmicas, asi como la
determinacion con descripciones, son los medios de determinacion tradicional mas
recurrentes. Sin embargo, en el caso de la familia Miridae, para algunas subfamilias o zonas
geograficas como el continente Americano, son insuficientes (Morales et al., 2016). Sobre
la organizacion taxonomica de la familia Miridae, sobresalen las revisiones extensas de las
subfamilias Orthotylinae (Schwartz et al. 2006), Bryocorinae (Konstantinov y Knyshov
2015) y Mirinae (Morales et al. 2016), las cuales se basan en mas de 60 caracteres
morfologicos (incluida la genitalia). Como resultado, estos autores proponen nuevas
especies, clasificaciones y caracteristicas a considerar en futuros estudios. En el caso de la
tribu Dicyphinii, a la cual pertenece E. varians, existe poca informacion de claves y
diagnosis; ademéas de que no hay continuidad del uso de los caracteres, por lo tanto,

requieren mayor especializacion.

La biologia, habitos y rangos alimenticios de los miridos también se usan con
frecuencia para su identificacion (Wheeler, 2001; Schuh, 2008), pese a ello, en México,
este grupo es de interés reciente, desconociendo para multiples especies su diversidad y
biogeografia. Como corroboracién de esta situacion, para la especie N. tenuis, existe
amplia bibliografia en estos aspectos ademas de diagnosis morfoldgicas; éstas

circunstancias fueron iddneas para su caracterizacién y solo requirid ratificacion del
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especialista. Por su parte, en el caso del género Engytatus, se requirié el apoyo del
especialista de la familia Miridae para la determinacion de la especie E. varians. Esta
especie presenta una amplia pero imprecisa distribucion (Hernandez y Henry 2010;
Medina, 2014), complicando asi su determinacion por lugar de colecta. Martinez et al.
(2014) reportaron por primera vez a E. varians a partir de especimenes colectados en
plantas de tomate que se encontraban alimentandose de ninfas del psilido del tomate (B.
cockerelli) en un invernadero ubicado en el Trébol, Michoacan, México.

Ferreira y Henry (2011) sefialaron que los reportes sobre la determinacion de la
especie E. varians deben confirmarse debido a la frecuente confusién con una de la
especies mas proximas, E. modestus. Por otro lado, también deben revisarse las diferencias
morfologicas adquiridas por la especie por diversificacion, considerando que, la descripcion
original de E. varians se realizé a partir de ejemplares colectados en San Geronimo,
Guatemala en 1884 (Hernandez y Henry 2010). Dichas limitaciones en las determinaciones
morfologicas se mencionan por distintos autores como Park et al. (2011), Song et al.
(2012), Jung y Lee (2012) y Foottit et al. (2014). Ademés, Raupach et al. (2014)
mencionaron que la metamorfosis, el tamafo pequefio y la alta plasticidad fenotipica de la

familia Miridae dificultan la determinacion de sus especies.

Aunque en algunos casos se puede prescindir de las herramientas moleculares
(Morales et al., 2016), otras situaciones, requieren inevitablemente herramientas genéticas
(Bickford et al., 2006 y Song, et al. 2012). En estos casos se trata de las determinaciones de
especies cripticas; es decir, donde los caracteres morfologicos externos no se pueden
diferenciar entre especies cercanas y el Unico método es a través del genotipo (Bickford et
al., 2006). Esta situacion se observa en la diferenciacion de especies del género Engytatus
(Ferreira y Henry, 2011). En la presente investigacion, resalta dicha complejidad ya que, en
la topologia del andlisis molecular (ver Figura 11), las secuencias de los individuos
determinados como E. modestus provenientes de la empresa Koppert de México S.A de
C.V. Querétaro, México y aquellos de E. varians del Laboratorio de Entomologia Agricola
de la UMSNH vy Laboratorio de Ecotoxicologia de Insectos de la Universidad Federal de
Lavras, Brasil (ver cuadro 4) forman un grupo monofilético. Este resultado, junto con las

comentarios del especialista Dr. Thomas Henry sugiere una posible sinonimia entre E.
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modestus y E. varians. Sin embargo, para el género Engytatus no se dispone de otros
marcadores moleculares, organismos colectados de otras poblaciones o secuencias de
referencia en el Genbak y al respecto se necesitan méas estudios para comprobar esta
hipotesis. Por otro lado, la determinacion de N. tenuis, coincidié en un 98% con las
secuencias existentes en GenBank del gen mitocondrial COI. Este porcentaje de similitud
intraespecifica es reportado por Souza et al. (2015), encontrando que las especies del
suborden Heteroptera se separan cuando estan por debajo de 97% de similitud.

En la presente investigacion se eligio la secuenciacion del gen mitocondrial COl debido
a que, es de las més utilizadas en el reconocimiento de especies por medio de la biologia
molecular (Will et al., 2004; Raupach et al., 2014) y porque es el marcador mas efectivo
en cuestiones de comparacion por el nimero de secuencias a cotejar dentro de las bases de
datos. Sin embargo, dentro de la familia Miridae, con el uso del gen COIl se han
diferenciado diversos géneros sin dificultades, pero no asi cuando se trata de diferenciar
especies, lo que cuestiona su posicion como codigo de barras (Will et al., 2004). Esto se
observa en el género Macrolophus (Figura 12), que se muestra cercano a Tupiocoris.
Ademas, la especie M. tenuicornis se excluye del grupode Macrolophus y se inlcluye
dentro del género Dicyphus. Este resultado, no sélo debate la posicion del gen COI para
diferenciar especies, sino que también cuestiona la concordancia de las secuencias
disponibles en el GenBank con sus identificaciones morfoldgicas, y la necesidad de revisar
la clasificacion en la familia como lo mencionan Park et al. (2011), Song et al. (2012) y
Jung y Lee (2011),

Por otra parte, Jung y Lee (2011) observaron que las secuencias correspondientes a
especies determinadas y corroboradas morfologicamente se incluyen dentro de géneros que
no les corresponden. Al respecto, estos autores comentaron dos posibles origenes
filogenéticos para la tribu Dicyphinii. Los ancestros hipotéticos de la tribu explicarian la
alimentacion facultativa de sus miembros al sugerir un antepasado depredador y otro
fitéfago. Esto, sin embargo, pone a discusion la clasificacion de la familia Miridae,
contraponiendo las investigaciones de Schuch (2009) y Wheeler (2001), quienes sostienen
con solida evidencia morfolégica un origen monofilético para la subfamilia Bryocorinae y

la tribu Dicyphinii con un ancestro herbivoro. Con estas controversias es comprensible la
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limitante del gen COI para clasificar con certeza algunas especies, demostrando que los
datos morfologicos y moleculares deben complementarse con el objetivo de construir una
clasificacion més acertada que permita el reconocimiento de los miridos a traves de

marcadores moleculares més efectivos y caracteristicas morfologicas mas evidentes.

7.2 Longevidad y fecundidad en laboratorio

En este estudio, los machos y hembras de E. varians mostraron una longevidad de 33 y 27
dias, respectivamente, alimentandose con huevos de S. cerealella + solucion de azlcar al
5%. La longevidad de los adultos de E. varians se ha estudiado previamente (Medina 2014;
Palma-Castillo, 2016; Dimas, 2017). Al respecto, Medina (2014), report6 para este
depredador, una longevidad de 19 dias para machos, y 16 dias para hembras; cuando se
alimentaron con ninfas de B. cockerelli, huevos de S. cerealella o una combinacion de
ambos alimentos; sin embargo, la longevidad obtenida en la presente investigacion,
coincide a los resultados obtenidos en estudios posteriores, donde E. varians se alimenta
con una solucion de azdcar complementaria. El trabajo de Palma-Castillo (2016),
documentd una longevidad de 46 y 37 dias en hembras y machos, respectivamente con una
dieta de huevos de S. cerealella + solucion de azucar. Los resultados de las evaluaciones
Dimas (2017), con una dieta de huevos de Ephestia kuehniella Zeller (Lepidoptera:
Pyralidae) + solucion de azucar al 5%, reportaron para hembras una longevidad de 36 dias

y para machos 23 dias.

La fecundidad es el parametro biol6gico mediante el cual se evalla la capacidad que
tienen los individuos para mantener su poblaciones. En enemigos naturales, este parametro
es muy importante para asegurar su dindmica poblacional en programas de control
biolégico dentro del contexto de manejo integrado de plagas. En este estudio, la
descendencia (=fecundidad) promedio por hembra de E. varians fue de 47 ninfas/hembra.
Este resultado es similar (58 huevos/hembra) al obtenido por Dimas (2017) con este mismo
depredador cuando los adultos se alimentaron con huevos de E. kuehniella + solucion de
azucar al 5%. Es ampliamente conocido que la dieta tiene influencia sobre la fecundidad de
los enemigos naturales, resaltando el incremento significativo en oviposiciones vy
emergencia de ninfas al alimentar especies zoofit6fagas de miridos con una dieta

constituida por proteinas y azicares (Palma-Castillo, 2016).
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Por su parte, Bafios-Diaz et al. (2017) describieron una tendencia en la disminucién de
emergencia de ninfas de N. tenuis cuando los progenitores se alimentaron Unicamente de
plantas. Los resultados reportados por estos autores coinciden con los presentados en este
estudio, donde las emergencia mas altas se visualizan en la 32 42 y 52 exposiciones, cuando
las hembras tenian entre 12 y 19 dias de edad, coincidiendo con la maduracion reproductiva
de las hembras, interpretado también como el periodo de mayor nimero de hembras vivas y
aptas para ovipositar. En el experimento de Bafios-Diaz et al. (2017) se report6 la
descendencia mas alta en 5 ninfas/hembra, mientras que para E. varians el mayor nimero

registrado fue de 8 ninfas/hembra (Figura 13).

7.3 Evaluacion de la fitofagia

Bajo condiciones de invernadero, las hembras de E. varians alimentadas con huevos de S.
cerealella vivieron entre 1.4 y 1.6 veces mas que las hembras que no tuvieron alimento y
machos que tuvieron o no alimento. Con base a los resultados del presente estudio, se
puede inferir que, para las hembras la dieta es un factor determinante para su supervivencia;
sin embargo, en los machos, la reproduccion ejerce mayor influencia si se contrastan las
longevidades entre machos con alimento (14 dias) y machos sin alimento (12 dias); este

resultado es soportado con los reportes de Palma-Castillo (2016).

Por otro lado, en esta investigacion se utilizaron adultos de E. varians
presumiblemente apareados, debido a que, previo al inicio del experimento, ambos sexos se
colocaron durante 5 dias sobre plantas de tomate. Sin embargo, la descendencia en el
tratamiento de hembras con alimento fue 6.6 veces mayor a la obtenida en el tratamiento de
hembras sin alimento. Es importante mencionar que en una de las repeticiones del
tratamiento de hembras sin alimento se observd la presencia de una colonia de acaros,
probablemente de la especie T. urticae, pero 24 h después estos organismos ya no fueron
visibles. Esto supone que las hembras de E. varians de este tratamiento se alimentaron de
esta presa, lo que pudo influenciar su descendencia ya que, en esta repeticion hubo mas
ninfas (5 ninfas) que en las otras siete repeticiones (entre 0 y 3). Por lo tanto, para tener
certeza en que las hembras de E. viarians necesitan ingerir proteinas para el proceso de

vitelogénesis es necesario realizar mas investigaciones al respecto.
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En las condiciones del presente estudio, la primera ninfa se observé a los 19 dias después
del inicio del experimento, lo que contrasta con la duracién del desarrollo embrionario (11
dias) de este mismo depredar reportado por Medina (2014). Aunque el efecto de la dieta
sobre la longevidad y descendencia ha sido ampliamente estudiado en estos insectos (Iriarte
Castafé, 2001; Burla, et al., 2014, Palma-Castillo, 2016; Dimas, 2017) también se deben
considerar las variables del sistema agricola. Durante el experimento, se realiz6 la primera
aplicacion del insecticida tiametoxam 10 dias después del inicio del experimento y tres dias
después la supervivencia de los adultos de E. varians disminuyd; se hicieron dos
aplicaciones posteriores con intervalos de 10 dias. Previamente, Pérez-Aguilar (2016)
evalud los efectos letales y subletales de este neonicotinoide y demostré que después de 72
h la mortalidad de adultos y ninfas de este depredador fue de 90%. Por otro lado, durante el
desarrollo del presente estudio también se aplico el compuesto comercial Biodie® que
contiene Argemonina como ingrediente activo. Aunque los compuestos botanicos causan
menos efectos sobre los insectos, comparado con los insecticidas organanosintéticos
(Horowitz y Ishaaya, 2004; Pereira et al., 2014), se desconoce el efecto de este compuesto
sobre los adultos de E. varians. Sin embargo, Pérez-Torres et al. (2017) reportaron una
disminucion del 40% de la plaga Ligys lineolaris (Palisot de Beauvois) (Hemiptera:
Miridae) cuando se aplicd Argemonina en el cultivo de amaranto Amaranthus
hypochondriacus L., lo que indica que las especies de la familia Miridae pueden ser

susceptibles a este ingrediente activo.

Calvo et al. (2009) reportaron lesiones en forma anillos necréticos (manchas
marrones sobre el tejido vegetal) en tallos y peciolos de las plantas de tomate y halos o
punturas blanquecinas sobre los frutos causadas por N. tenuis, lo que se atribuyé a las altas
densidades de este depredador: Por otra parte, los resultados de Silva et al. (2016) indicaron
que las ninfas y adultos de M. basicornis, E. varians y Campyloneuropsis infumatus
(Carvalho) causaron pocas lesiones, aun con 20 miridos/planta en plantas tomate. En la
presente investigacion, se reflexion sobre la tasa de liberacion basadas en las dosis
recomendadas por otros autores (Calvo et al., 2009; 2016) de 1 individuo/planta para N.
tenuis y D. hesperus en ambos casos, ademas, de los experimentos de Pérez—Aguilar (2016)
con la evaluacién de 1 y 4 individuos/planta de E. varians para la depredacion de B.

cockerelli. De esta forma se decidi6 utilizar tres individuos/planta debido al espacio a
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evaluar (35 cm), considerando que la reducida area incrementaria o evidenciaria los
posibles dafios por la alimentacion zoofitéfaga. Ademas, a diferencia del trabajo de Pérez—
Aguilar (2016) no se utilizd la solucion de azlcar con el objetivo de inducir la
alimentacion sobre los tejidos vegetales. Los tallos no presentaron anillos necréticos en
nuestro estudio; lo que contrasta con los obtenido por Pérez-Aguilar (2016) quien registro
lesiones en hojas y tallos causadas por E. varians similares a los descritos para N. tenuis
(Calvo y Urbaneja, 2003), y cuya incidencia coincidié a la baja presencia de ninfas de B.
cockerelli (rango 0.45 y 9 ninfas/hoja), sobre plantas de tomate tipo saladette, var. Rio
Grande. Este autor, report6 que las lesiones se observaron a partir de la sexta semana de la
liberacion de los insectos, sin diferencias significativas entre las dosis de liberacion (1 y 4
individo/planta). En este estudio, solo se registraron punturas en algunos frutos de tomate
de las repeticiones con hembras de ambos tratamientos, sin embargo, estas punturas no
formaron el halo blanco que desarrollan las heridas inducidas por la alimentacion de los
miridos zoofit6fagos. Por lo tanto, nosotros hipotetizamos de que estas punturas fueron
producidas por el ovipositor de las hembras de E. varians. Ademas, estas lesiones se
desvanecieron durante el desarrollo de los frutos de tomate, similar a lo reportado por Silva
et al. (2016), donde los dafios provocados por ninfas y adultos de E. varians desaparecieron

a las 2 semanas de ser observados.

Existen investigaciones enfocadas a la evaluacion de los dafios producidos por los
miridos zoofitéfagos y esto ha generado controversias respecto a la utilizacion de estos
enemigos naturales como agentes de control biolégico. En el caso de E. varians este es el
primer estudio en el que se reporta la influencia de la presencia de adultos de este
depredador sobre plantas de tomate en fructificacion. En los resultados obtenidos no existen
diferencias en el numero total de frutos de tomates/racimo (7) entre tratamientos con la
presencia de insectos y los testigos 1 y 2 (jaula libre de insectos y racimo libre) (cuadro 6).
Durante el experimento también se registrd, el desarrollo de flores, sin embargo, no fue
posible atribuir la pérdida de las mismas a la presencia de los adultos de E. varians, ya que
los dos testigos presentaron abortos florales manifestados en igual manera que los
tratamientos con liberacidn de insectos. Anteriormente, Sdnchez y Lacasa (2008) y Sanchez
(2013) evaluaron diferentes densidades de N. tenuis en cultivos de tomate y reportaron que

los abortos florales se relaciond directamente con la densidad del mirido e indirectamente
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con la de la presa. Su conclusién justifica que a una densidad moderada, como en el actual
experimento, no se contemplan abortos de flores y pérdidas de frutos por miridos.

Sanchez (2009) y Sanchez et al. (2014) encontaron que, bajo la influencia de N.
tenuis, existe una respuesta de sobre compensacién de la planta de tomate, con el aumento
del peso de los racimos cuando hubo pérdida de flores. Ademas, Sanchez y Lacasa (2008)
predijeron un 15% de compensacion del producto en peso final; sin embargo, los resultados
obtenidos aun no permiten evidenciar la posible influencia de E. varians sobre el
rendimiento. Por otro lado, se ha demostrado que algunos miridos como M. pygmaeus
desencadenan mecanismos de respuesta vegetales a varios niveles como lo exponen
Maselou et al. (2015) y Pappas et al. (2016) para la defensa hacia los artropodos plaga,
mientras que Pérez-Hedo et al., (2015) demostraron la atraccion de enemigos naturales. No
se ha estudiado la respuesta vegetal bajo la influencia de E. varians y esto abre una linea

de investigacion para comprender las interacciones dentro de los sistemas agricolas.

Como efectos sobre la calidad en los frutos de tomate de la variedad Moctezuma, en el
presente estudio se encontrd unaconcentracion de 4% de azlcares disueltos los frutos de
tomate, lo que cae dentro del rango (4-6%) de azucares esperado para los frutos de tomate
de esta variedad (Amaya et al., 2010; Hernandez-Leal et al., 2013). No existen trabajos
donde se evalue el efecto sobre el grosor de los tallos cuando hay alimentacion de miridos.
En el actual estudio, el diametro fue superior a los 2 cm, mostrando dimensiones dentro de
la media para la variedad, aunque se han registrado diametros cercanos a los 4 cm, ligados a
la fertilizacion, pero no se ha relacionado este factor a mayores rendimientos o incremento
en la concentracion de azucar final (Corella-Bernalet al., 2010;Medina-Medina et al.,
2012).
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8. CONCLUSIONES

Con base en sus caracteres morfolégicos y al marcador molecular COI, los miridos
determinados en la presente investigacion pertenecen a las especies N. tenuis y E.
varians.

El marcador molecular COl no mostré una distincion clara entre especies del
género Engytatus.

El depredador E. varians demostré compatitibilidad con plantas de tomate tipo
saladette var. Moctezuma debido a su longevidad y descendencia en laboratorio e
invernadero.

Es la primera evaluacion de miridos sobre esta variedad comercial de tomate,
proyectando futuros estudios que involucren variedades genéticamente mejoradas y
utilizadas por los productores.

Engytatus varians es compatible con las dosis recomendadas de agroquimicos
usados habitualmente bajo invernadero como preventivos de plagas.

No se registraron dafios sobre tallos y frutos de tomate inducidos por alimentacion
de E. varians. Las lesiones registradas sobre los frutos de tomate durante el
experimento se desvanecieron durante el desarrollo de los mismos, por lo que se
hipotetiza que son ocasionadas por las hembras con el ovipositor.

No hubo efectos sobre el contenido de azucares en los frutos ni en el diametro de

los tallos de las plantas de tomate por la presencia de E. varians.
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10. ANEXOS

Como comprobacion a la topologia obtenida por distancias tipo NJ, se constuyé un arbol con
inferencia bayesiana. Para conocer el modelo evolutivo de sustitucion que mas se ajusta a las
secuencias, se usé el programa jModeltest v2.1.4 utilizando el Criterio de Informacion de
Akaike (AIC por sus siglas en inglés) como método de eleccion. EI modelo obtenido fue
TPM2uf+I+G. La inferencia filogenética se realizd con el método Bayesiano con ayuda del
software MrBayes v3.1.2, bajo el mismo modelo evolutivo de sustitucion estimado.

Se usaron las secuencias seleccionadas del GenBank y las secuencias obtenidas en
la presente investigacion (Cuadros 3 y 4). La topologia del arbol Bayesiano (ver de figura de
abajo) coincide con lo demostrado por el analisis de NJ (Figura 11). Se muestran las doce
secuencias de Engytatus en un grupo monofilético. Las tres secuencias obtenidas de los
miridos determinados morfolégicamente como N. tenuis se agruparon en aquellas que se
selecccionaron del GenBank para esta especie. Las secuencias del género Macrolophus no se
agruparon en el mismo clado. La especie M. tenuicornis se traslapo con el grupo constituido
por miembros del género Dicyphus. EI género Tupiocoris forma un clado monofiletico. Para
resolver la identdad de las dos especies de miridos de la presente investigacion, el analisis por
distancia tipo NJ contesta la pregunta de investigacion central, el arbol Bayesiano, solventa
criterios de relaciones filogenéticas no abordados en este estudio; sin embargo, su

construccion soporta los resultados de identificacion.
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Lypocoris comemunis
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Dicyphus eplobi
Maciolophus caliginoous
Maciolophus pygmasus
Macrolophus rubi
Tupaocoris califormsous
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Tugaocors confusus
Tupicors agls
Tugaocors similis
Mesidocors benuis
Mesidiocoris tenis
Mesidiocoris tenvis 1
Mesidocons tenis 2
Mesidiocoris tenuis 3
Engytatus ap 3
Engytatus varans IIAF 1
Engytatus modegtus 1
Engytatus modestus 2
Engytatus modestus 3
Engytatus vartans (Brasi) 1
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Engytatus sp 1
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Engytabus varians 1
Engytatus varians 2
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Figura. Arbol por inferencia Bayesiana, donde se muestra la relacion entre las 36 secuencuencias
analizadas de la tribu Dicyphinii.



