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RESUMEN

En México, los cultivos de las frutillas (fresa, zarzamora, frambuesa y ardndano) han cobrado
gran relevancia debido a su alto valor nutricional y comercial. La palomilla europea del pimiento,
Duponchelia fovealis Zeller (Lepidoptera: Crambidae), se reporté por primera vez en 2018
alimentandose de hojas y peciolos de plantas de fresa en Tangancicuaro, Michoacan. A pesar
del alto riesgo fitosanitario que representa esta plaga, la informacion sobre D. fovealis en México
es aun escasa; por lo tanto, es necesario realizar investigacion para comprender su biologia,
ecologia y comportamiento. Uno de los primeros pasos es conocer las posibles variaciones que
ha tenido este insecto durante su adaptacion a nuevas areas. En este estudio se determino la
variacién morfol6gica y genética de dos poblaciones mexicanas (Michoacan y Guanajuato) y una
extranjera (Brasil) de D. fovealis. Para ello, se analizé la morfometria lineal y geométrica de las
alas, asi como un fragmento del gen de la subunidad | de la citocromo oxidasa (COIl). Para la
determinacion de la variacion morfologica se utilizaron las alas anterior y posterior del lado
derecho de individuos de D. fovealis de las tres poblaciones antes mencionadas (10 parejas por
poblacién). El andlisis de morfometria lineal se realizd con base a las mediciones de longitud y
amplitud de las alas. Mientras que para el andlisis de morfometria geométrica se determinaron
22 y 16 landmarks en las alas anteriores y posteriores, respectivamente. Los resultados del
andlisis de morfometria lineal mostraron que, en la mayoria de los casos, las hembras de las
poblaciones de Brasil y Guanajuato presentaron una mayor dimension de sus alas que las de la
poblacion de Michoacan, mientras que los machos no mostraron diferencias significativas entre
poblaciones. Por otra parte, el andlisis de la morfometria geométrica de la forma del ala posterior
de las tres poblaciones de D. fovealis constituye un rasgo morfolégico distintivo entre ellas. El
analisis genético se realiz6 mediante la amplificacion del gen COIl en 10 larvas de cada una de
las poblaciones analizadas. Este analisis mostré una diferenciacion entre las poblaciones
geograficamente mas distantes, México y Brasil, y una baja variacién intrapoblacional, mientras
gue, la red haplotipica mostré la presencia de un nimero reducido de haplotipos exclusivos,
separados por un numero minimo de mutaciones. Las diferencias morfoldgicas y genéticas
observadas en este estudio podrian estar relacionadas con distintos factores, entre los que se
incluyen la baja capacidad de desplazamiento y manejo del insecto en las zonas donde se

recolectaron y/o al aislamiento por distancia o barreras fisicas.

Palabras clave: COI, morfometria geométrica, morfometria lineal, landmarks, frutillas



ABSTRACT

In Mexico, berry crops (strawberry, blackberry, raspberry, and blueberry) have gained
considerable relevance due to their high nutritional and commercial value. The European pepper
moth, Duponchelia fovealis Zeller (Lepidoptera: Crambidae), was reported for the first time in
2018 in strawberry crops in Tangancicuaro, Michoacén. Despite the high phytosanitary risk posed
by this pest, information on D. fovealis in Mexico remains scarce; therefore, further research is
required to understand its biology, ecology, and behavior. One of the first steps is to know about
the possible variations this insect has undergone during its adaptation to new areas. In this study,
the morphological and genetic variation of two Mexican populations (Michoacan and Guanajuato)
and one foreign population (Brazil) of D. fovealis was determined. For this, the linear and
geometric morphometry of the wings was analyzed, as well as a fragment of the cytochrome
oxidase subunit | (COI) gene. For the determination of morphological variation, the right forewings
and hindwings of D. fovealis individuals from the three populations (10 pairs per population) were
analyzed. Linear morphometric analysis was based on measurements of wing length and width.
For the geometric morphometric analysis, 22 and 16 landmarks were established on the forewings
and hindwings, respectively. Results from the linear morphometric analysis showed that, in most
cases, females from the Brazil and Guanajuato populations exhibited larger wing dimensions than
those from the Michoacan population, while males showed no significant differences between
populations. Moreover, the geometric morphometric analysis of the hindwing shape proved to be
a discriminant morphological character among the three D. fovealis populations. The genetic
studies were performed using 10 larvae from each population. The analysis revealed
differentiation between the most geographically distant populations (Mexico and Brazil) and low
intrapopulation variation. Additionally, the haplotype network showed a reduced number of
exclusive haplotypes separated by a minimum number of mutations. The morphological and
genetic differences observed in this study may be associated with several factors, including
limited dispersal capacity, pest management practices in the areas where specimens were

collected, and/or isolation by distance or physical barriers.

Keywords: COI, linear morphometrics, geometric morphometrics, landmarks, berries



I. INTRODUCCION

Actualmente, los cultivos de las frutillas en México (arandano [Vaccinium corymbosum L.],
frambuesa [Rubus idaeus Fock], fresa [Fragaria x ananassa Duch.] y zarzamora [Rubus
fruticosus L.]) han cobrado gran relevancia debido a su alto valor nutricional, las altas ganancias
gue se obtienen por sus exportaciones y a las altas tasas de empleo que generan. Una de las
frutillas de mayor importancia es la fresa, ya que en el afio 2024 México ocupé el primer lugar
como proveedor de este fruto al mercado internacional, con un promedio de 641,552 ton. Durante
el mismo afio, Michoacan ocupé el primer lugar de las entidades federativas de la Republica
Mexicana con mayor produccion de fresa con 411,927 ton (DGSIAP, 2024; SADER, 2024).

La palomilla europea del pimiento, Duponchelia fovealis Zeller (Lepidoptera: Crambidae),
€s una especie invasora y polifaga. Este lepiddptero, originario de la region del Mediterraneo e
Islas Canarias, Espafa, se ha dispersado y colonizado las regiones templadas de Europa, Asia,
Africa y América del Norte (CABI, 2020). Este insecto puede alimentarse de mas de 70
hospederos, pertenecientes a 40 familias de plantas (da Costa Stuart et al., 2020), incluidas
aguellas que se cultivan como ornamentales y con fines de consumo, con particular relevancia
econdmica en las plantaciones de fresa (Zawadneak et al., 2015; Pinto-Zevallos et al., 2020). En
Latinoamérica, se ha reportado la presencia de D. fovealis en este cultivo en Brasil (Zawadneak
et al., 2016), México (Soria-Morales, 2019; Cruz-Esteban y Rojas, 2021) y recientemente en
Costa Rica (Gonzalez-Fuentes et al., 2023), afectando la produccion, calidad y comercializacién
del producto.

En México, D. fovealis se reportd por primera vez en 2018 alimentandose de hojas y
peciolos de plantas de fresa en Tangancicuaro, Michoacan (Soria-Morales, 2019). Hasta el
momento, su presencia es conocida en otros estados de la Republica Mexicana tales como
Aguascalientes (Rosales-Escarefio et al., 2021), Guanajuato (Cruz-Esteban y Rojas, 2021;
Jaralefio-Teniente et al., 2022), Puebla, Jalisco, Sinaloa y Baja California (Rodriguez-Vazquez et
al., 2023). Las plantas infestadas por este insecto presentan hojas amarillentas, perforadas y
marchitas, con baja productividad e incluso pueden presentar muerte prematura (Zawadneak et
al., 2016; da Costa Stuart et al., 2020).

A pesar del alto riesgo fitosanitario que representa D. fovealis, la informacion relacionada
con este insecto en México es aln incipiente, por lo tanto, existe la necesidad de generar

investigacion para comprender su biologia, ecologia y comportamiento con fines de desarrollo



de programas de manejo de plagas (Bethke et al., 2012; Rodriguez-Vazquez et al., 2023).
Aunque a la fecha se cuenta con estudios sobre la descripcién del dimorfismo sexual (Brambila
y Stocks, 2010; Zawadneak et al., 2016; Rodriguez-Vazquez et al., 2023), no existen estudios
sobre comparaciones de variaciones morfolégicas y genéticas en distintas poblaciones de esta
palomilla.

En este sentido, las variaciones morfolégicas de los organismos son atributos medibles
gue han adquirido las poblaciones en los diferentes entornos ecolégicos en respuesta a la
interaccion con factores bidticos y abibticos. Estas variaciones se pueden analizar mediante la
morfometria geométrica, ciencia que estudia en profundidad las variaciones morfolégicas para
generar patrones distribucionales, evolutivos y filogenéticos (Jaramillo, 2010). De esta forma, el
habito polifago que presentan algunas especies de insectos puede favorecer o dar lugar a la
diferenciaciéon de biotipos o0 razas hospederas (Dres y Mallet, 2002). Un ejemplo de ello es
Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), del cual en América se han
identificado dos biotipos relacionados por sus preferencias a plantas hospederas: “biotipo arroz”
y “biotipo maiz” (Pashley, 1986; Pecina-Quintero et al., 2015).

Por otro lado, la implementacion de marcadores moleculares en estudios sobre la
diversidad genética ha aumentado considerablemente, especialmente debido a su elevada tasa
de polimorfismo y a las reducidas cantidades de ADN requeridas. En insectos, los marcadores
moleculares de ADN se han convertido en el criterio mas comun para medir diferencias genéticas
(Behura, 2006). Estudios basados en secuencias de fragmentos del gen mitocondrial citocromo
oxidasa | (COIl) han demostrado que es una herramienta rapida y poderosa para la identificacion

precisa de las especies de varios taxones (Harvey et al., 2003; Jordaens et al., 2013).

Il. ANTECEDENTES

2.1 Importancia de los cultivos de frutillas en México

Las frutillas, o frutos del bosque, incluyen alrededor de 700 especies nativas de Asia, Europa y
Norteamérica, destacando el arandano (Vaccinium corymbosum L.), frambuesa (Rubus idaeus
Fock.), fresa (Fragaria x ananassa Duch.) y zarzamora (Rubus fruticosus L.). Se consideran
cultivos de climas frios, aunque existen variedades e hibridos que se adaptan a climas templados
y célidos (Ricardez-Luna et al., 2016). Las frutillas, consumidas comunmente frescas o
procesadas, son una fuente excepcional de compuestos fendlicos con propiedades

antioxidantes, esenciales en una dieta saludable (Rahaman et al., 2023). Ademas, pese a que



requieren inversiones considerables de capital para su sistema de produccion, las principales
razones que explican el rapido crecimiento de su produccion y comercializacién a nivel mundial
son su elevada rentabilidad, rapido retorno de la inversion, uso intensivo de mano de obra,
versatilidad de los frutos para su consumo y grandes posibilidades de exportacion (Lagunes-
Fortiz et al., 2020).

En 2023, a nivel nacional, la produccion de frutillas fue de 1.15 millones de ton en 42 mil
975 hectareas y destacaron los estados de Michoacén, con 658 mil 969 ton; Jalisco, 184 mil 697
ton, y Baja California, 140 mil 478 ton. La zarzamora y la fresa se colocaron en primer lugar a
nivel mundial, con ventas equivalentes a 777 millones de ddlares (238 mil 122 ton) y mil 240
millones de dolares (641 mil 552 ton), respectivamente. La frambuesa tuvo la segunda posicion
con mil 343 millones de ddlares (190 mil 413 ton), mientras que, la produccion de arandanos
registré 80 mil 133 ton, lo que lo colocé en el quinto lugar mundial y séptimo como exportador,
con valor comercial de 776 millones de délares. Esta actividad agricola beneficia a las familias al
proveerles de alimentos y recursos econémicos, generando mas de 500 mil empleos directos en
21 entidades del pais. De ese numero, la produccién de fresa aporta 38% del total de las fuentes
de empleo, la de frambuesa 23%, la de zarzamora 22% y la de ardndano 17% (SADER, 2024).

El estado de Michoacan destaca como lider nacional en la produccién de frutillas. Los
municipios de Salvador Escalante (1,750 ton), Los Reyes (1,380 ton), Tangancicuaro (1,216 ton)
y Chilchota (588.3 ton) encabezaron la lista como principales productores de arandano, mientras
gue Zamora (11,348.7 ton), Tangancicuaro (5,658.8 ton), Los Reyes (2,880 ton) y Jacona (2,808
ton) lo fueron para frambuesa. Para fresa se enlistaron Zamora, (112, 041 ton), Tangancicuaro
(55, 260 ton), Jacona (38, 507 ton), Ixtlan (27, 072 ton), Panindicuaro (19, 655 ton), Maravatio
(12, 000 ton) y Chilchota (10, 013 ton) (SIAP, 2021; SADER, 2023).

En México, la superficie cultivada y la produccion de frutillas han experimentado un
notable crecimiento. No obstante, también ha incrementado la susceptibilidad de sus variedades
a diversas plagas. Entre los artropodos plaga mas importantes y dificiles de controlar en la
produccion de frutillas se encuentran Drosophila suzukii (Matsumura), Frankliniella occidentalis
(Pergande), Scirtothrips dorsalis Hood, chinche ligus (Lygus sp. Knight) y Tetranychus urticae
(Koch). La incidencia de los problemas fitosanitarios en las frutillas es variable, lo cual depende
de las condiciones climaticas, cultivares utilizados y practicas del cultivo (Ledn-Lopez et al., 2014;
SENASICA, 2022).



2.2 Biologia, dafios y control de Duponchelia fovealis

Dupunchelia fovealis es un insecto holometébolo, es decir, presenta cuatro estados de vida bien
diferenciados: huevo, larva, pupa y adulto. Los huevos (Fig. 1A) son de forma ovalada-aplanada,
de color blanquecino con un didmetro de aproximadamente 0.5 mm, conforme avanza su
desarrollo, el color se torna rojizo (Bonsignore y Vacante, 2010). Las hembras depositan los
huevos de forma individual o en grupos de 5 a 10. La larva (Fig. 1B) tiene cinco instares larvales;
las de primer instar miden 1.5 mm y las quinto entre 20 y 30 mm. La coloracion de las larvas es
de blanco a café, con manchas oscuras y presentan una capsula cefalica negra, al igual que la
placa protoracica (CABI, 2020).

La pupa (Fig. 1C) es de color café y mide entre 9 y 12 mm de longitud. Los adultos (Fig.
1D) miden de 9-12 mm de largo con una envergadura alar de 19-21 mm, el abdomen de los
machos es largo y delgado, mientras que el de las hembras es robusto. Las alas anteriores son
de color café oscuro con dos estrias transversales amarillentas paralelas entre si, donde en la
linea mas cercana al apice se aprecia la presencia de un disefio en forma de “U”, caracteristica

que facilita la identificacion de este insecto, mientras que las alas posteriores son café claro con

una linea de color crema, su abdomen esté interrumpido por anillos de color crema (Brambila y
Stocks, 2010; Stocks y Hodges, 2011).

A) B)

Figura 1. Ciclo bioloégico de D. fovealis. (A) huevo, (B) larva de quinto instar, (C) pupay (D)
adulto (imagenes de Andrea Zermefio Bucio).



Las larvas habitan en el suelo cerca de la planta y pueden presentar habitos gregarios.
Se alimentan externamente de raices, tallos, hojas y frutos de fresa (Fig. 2). En ocasiones,
pueden comportarse como barrenadores, ya que se alimentan internamente de los tallos de las
plantas, formando galerias. Los dafios causados por las larvas pueden alterar los procesos
fisiolégicos de la planta e incrementar la susceptibilidad a microorganismos fitopatégenos, lo que
puede provocar marchitamiento, retraso en su crecimiento y muerte total de su hospedante

(Rodriguez-Vazquez et al., 2023).

Figura 2. Dafios de larvas de D. fovealis en plantas de fresa. (A) Larva junto a la corona del
tallo, (B) heridas en el tallo provocadas por herbivoria de la larva y (C) larva alimentandose del
fruto de fresa (imagenes de Rodriguez-Vazquez et al., 2023).

Para el monitoreo de D. fovealis en campo, se ha descrito y utilizado la feromona sexual
sintetizada por Pherobank BV (Wijk bij Duurstede, Netherlands) (Molnar et al., 2018). En el caso
particular de México, el reconocimiento de la existencia de la plaga en fresa, se realiz6 mediante
el uso de trampas con agua jabonosa cebadas con esta feromona (Cruz-Esteban y Rojas, 2021).
En Brasil se han empleado insecticidas como clorfenapir, clorantraniliprol + lambda-cihalotrin e
indoxacarb, los cuales pueden provocar una alta mortalidad en D. fovealis (rango de 80 a 100%)
(dos Santos et al., 2019). Sin embargo, diversos estudios proponen el uso de agentes biolégicos
como herramientas importantes para el control de esta plaga. Entre estos agentes, destaca el
uso de hongos entomopatégenos, tales como Beauveria bassiana (Bals.) Vuill., Purpureocillium
lilacinum (Thom), Cordyceps javanica (Bally), Cladosporium cladosporioides (Fresen.), C.
sphaerospermum (Penz) y Paecilomyces lilacinus (Thom) Sansén (Amatuzzi et al., 2018; Baja et
al.,, 2020; da Costa-Stuart et al., 2020). Asimismo, el uso de parasitoides de la familia
Trichogrammatidae (por ejemplo, Trichogramma galloi Zucchi, T. pretiosum Riley, T. exiguum

Pinto & Platner, T. atopovirilia Oatman & Platner, T. cacoeciae Marchal y T. brassicae Bezdenko)



(Araujo et al., 2020) y de los miridos depredadores como Hyaliodocoris insignis Stal podrian
contribuir al control de las poblaciones de D. fovealis (Zawadneak et al., 2016).

2.3 Descripcion de la morfometria lineal y geométrica

El estudio de la morfologia de los insectos forma parte fundamental para comprender su
adaptacion a factores geograficos o condiciones ambientales locales, cambios de la forma
durante el desarrollo ontogenético, naturaleza y origen del polimorfismo, taxonomia y
diversificacion evolutiva (Marcus 1990; Zelditch et al., 2012). En este sentido, la morfometria
tradicional o lineal mide distancias lineales (como longitud, amplitud y altura); sin embargo, la
limitacion de este método es que las mediciones de distancia lineal generalmente estan
altamente correlacionadas con el tamafio; por ello, se dificulta el andlisis de la forma (Gelsvartas,
2007). Una alternativa a la morfometria lineal es el andlisis de coordenadas cartesianas de
puntos anatomicos (hitos o landmarks) que definen las formas bajo estudio (Slice 2007; Dujardin,
2011) (Fig. 3.). Un landmark es un punto bidimensional o tridimensional descrito por un conjunto
de reglas bien definidas. Diversos estudios han utilizado estos puntos especificos homadlogos
para detectar cambios de forma vinculados a variaciones de tamafio (Bookstein, 1997; Villalobos-
Leiva y Benitez, 2020). Este enfoque, denominado morfometria geométrica, utiliza estadisticas
multivariadas, las cuales describen patrones de variacién de forma dentro y entre grupos. La
morfometria geométrica es una herramienta que capta la mayor cantidad de informacion
anatémica en un menor numero de variables, lo que ofrece una mayor certidumbre estadistica
(Rohlf y Marcus, 1993). Con esta metodologia, la forma se define matematicamente como “todas
las caracteristicas geométricas de un objeto, excepto su tamafo, posicion y orientacion”
(Gelsvartas, 2007). Por lo anterior, la morfometria geométrica es considerada un estandar en
muchos estudios de investigacion cientifica sobre la variacion fenotipica de diferentes insectos
(Adams et al., 2004; Toro-Ibacache et al., 2010). En el caso del orden Lepidoptera, a pesar de
ser conocido por su gran diversidad en la morfologia de las alas, existen pocos estudios de este
tipo, los cuales estdn centrados principalmente en la variacion intraespecifica (plasticidad

fenotipica) y el dimorfismo sexual (Zhong et al., 2016).
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Figura 3. Conjunto de landmarks usados en alas de (A) Drosophila melanogaster Meigen
(Diptera: Drosophilidae) (tomado de Klingenberg 2013) y (B) posicion de 17 hitos
anatdbmicos en el ala derecha de Auca coctei Guérin-Méneville (Lepidoptera:
Nymphalidae) (tomado de Sanzana et al., 2013).

El dimorfismo sexual de tamafio varia entre poblaciones de una misma especie a lo largo de
gradientes latitudinales y altitudinales; en muchas especies, el tamafio de los machos varia mas
con la latitud que el de las hembras, y aunque estas diferencias podrian tener una base genética,
gran parte de la variacion observada puede ser debido a la plasticidad fenotipica (Blanckenhorn
et al., 2006).

Las alas de los insectos son consideradas un objeto de estudio sumamente atractivo
debido a que el estrés ambiental puede afectar la expresién del genoma, especialmente en las
alas, las cuales exhiben variabilidad considerable intra e interespecifica (Hernandez et al., 2010).
Ademas, debido a su importancia en una gran variedad de aspectos de la vida de los insectos
(por ejemplo, dispersion, busqueda de pareja, mecanismos de defensa, basqueda de alimentos
y regulacion térmica), las alas representan excelentes modelos para el estudio de procesos
genéticos y del desarrollo que, en conjunto con procesos ecolégicos y evolutivos, moldean las
variaciones morfoldgicas observadas en las poblaciones naturales (Bai et al., 2015). Por otra
parte, las alas constituyen estructuras ideales para el andlisis morfogeométrico debido a sus
caracteristicas anatémicas. Los puntos donde las venas se encuentran con el borde del ala y las
intersecciones entre venas representan hitos anatdémicos que cumplen con los mejores criterios
de elegibilidad (Breuker et al., 2010, Obando, 2011). Dadas las caracteristicas del desarrollo de
las alas, estos puntos satisfacen el criterio de homologia, ya que pueden localizarse facilmente
en distintos especimenes, lo que reduce el error del observador durante el proceso de
digitalizacion. Al ser el ala una estructura plana, todos los hitos se encuentran en un mismo plano,
y generalmente hay un nimero suficiente de puntos disponibles para garantizar una cobertura

adecuada de su forma (Moreno, 2019).



2.4 Gen mitocondrial citocromo oxidasa subunidad | (COI)

La colonizacidn, establecimiento y dispersion de insectos no nativos en nuevos entornos pueden
representar un desafio para la conservacion y el manejo de plagas agricolas (Marbuah et al.,
2014; Bradshaw et al., 2016). El nivel de establecimiento de estas especies no nativas depende
de su potencial para adaptarse a los huéspedes disponibles (Poyet et al., 2015; Fernandez et al.,
2021), asi como de las condiciones abidticas locales, que de otro modo pueden restringir su
supervivencia y reproduccion. Por lo tanto, evaluar la variacidbn genética subyacente de las
especies no nativas una vez que han llegado a un nuevo entorno puede ayudar a identificar los
rasgos fenotipicos que definen a un organismo invasor y ayudar a disefiar respuestas para
mitigar las especies invasoras (Lawson-Handley et al., 2011).

En insectos, los marcadores moleculares de ADN se han convertido en el criterio mas
comun para la medicion de diferencias genéticas intra e interespecificas. Estos pueden ser de
tipo nuclear o mitocondrial y se emplean con fines de identificacion (Behura, 2006). El ADN
mitocondrial es facil de aislar debido a su elevada abundancia en las células y, a pesar de
presentar altas tasas de mutacion en distintas partes de su estructura, puede mantener regiones
altamente conservadas seguidas de regiones altamente variables. Las regiones con alta
variabilidad son utiles para estudiar la diferenciacion genética entre poblaciones de una misma
especie y entre especies de un mismo género (Lanteri, 2007; Pe&niar y Buzan, 2013).

El marcador molecular basado en el gen COI es considerado el “cddigo de barras de la
vida”. Debido a ello, es utilizado principalmente para la identificacion de insectos debido a la tasa
de mutacion del ADN mitocondrial, lo cual hace posible la distincion de especies estrechamente
relacionadas y el grado de conservacion de la secuencia entre individuos del mismo género y
especie (Harvey et al., 2003). Ademas, para muchas especies y géneros, la variaciéon genética
en este lugar es suficiente para estudiar los procesos que ocurren en intervalos de tiempo
relativamente cortos y recientes (Hebert et al., 2003; Kress y Erickson, 2012; Geller et al., 2013).
El gen COI también es empleado para andlisis de haplotipos y estudios de diferenciacion
genética intrapoblacional que buscan identificar como el rango geografico realizado de una
especie se ve afectado por sus cambios biolégicos o de comportamiento (Doorenweerd et al.,
2020). En consecuencia, esta herramienta se ha utilizado con frecuencia para el estudio de
plagas agricolas (Wang et al., 2021). Por lo anterior, el gen COI es considerado como un buen
marcador en la caracterizacion molecular de especies y empleado en estudios interespecificos y

de poblaciones (Duque et al., 2014).
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2.5 Estudios con morfometria geométricay gen COIl en especies de la familia Crambidae

En el estudio de insectos, existen diversas investigaciones que muestran el uso de la morfometria
geométrica y del gen COI como herramientas de andlisis. Por ejemplo, Zahiri et al. (2006)
realizaron un analisis multivariado de la variacién morfolGgica en seis poblaciones del barrenador
del tallo del arroz, Chilo supresalis W. (Lepidoptera: Crambidae), utilizando 15 y 10 puntos de
referencia seleccionados en las alas anteriores y posteriores, respectivamente. Los resultados
revelaron una diferencia significativa entre las poblaciones de las provincias de Guilan y
Mazandran en el norte de Iran. En 2022, investigadores en Argentina estudiaron la existencia de
diferencias genéticas de poblaciones del barrenador de la cafa, Diatraea saccharalis (Fabricius)
(Lepidoptera: Crambidae), recolectadas en diferentes hospedantes y regiones de ese paisy las
compararon con poblaciones provenientes de Brasil, mediante del gen COI y del andlisis de
secuenciacién de nueva generacion (NGS). El analisis no jerarquico entre todas las poblaciones
de este insecto indicd un valor significativo de variabilidad genética con un mayor porcentaje
dentro de las poblaciones (76.68%) (Fogliata et al., 2022).



ll. JUSTIFICACION

Actualmente, no existe informacién sobre la variacion morfoldgica y genética entre poblaciones
distintas de D. fovealis, una de las plagas de mayor importancia del cultivo de la fresa. Por ello,
se requieren estudios que permitan identificar biotipos de esta especie en diferentes hospederos
y zonas geogréficas. Esta informacion ayudaria a determinar si los programas de control actuales
y futuros implementados para esta plaga podrian ser los mismos en cualquier parte del pais, lo
cual seria fundamental para reducir los dafios en los cultivos de fresa. Asimismo, a partir de este
conocimiento se pueden desarrollar estrategias moleculares para el seguimiento de la variacién

genética, dinamica de poblaciones y dispersion de este insecto.

IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La variabilidad morfol6égica y genética esta relacionada con la distribucion geografica de D.

fovealis?
V. HIPOTESIS

La variabilidad morfologica y genética de D. fovealis difiere entre poblaciones y esta asociada

con su distribucién geogréafica.

VI. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Determinar la variacion morfolégica y genética de diferentes poblaciones de la palomilla europea

del pimiento, D. fovealis.

6.2 Objetivos especificos

e Determinar la variacion morfolégica de dos poblaciones mexicanas y una extranjera de D.
fovealis mediante morfometria lineal y geométrica.
e Analizar la variacion genética de dos poblaciones mexicanas y de una extranjera de D.

fovealis mediante el gen COI.
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VIl. MATERIALES Y METODOS
7.1 Localidades de muestreo y recoleccién de individuos de D. fovealis

En agosto de 2024 se recolectaron larvas y adultos de D. fovealis sobre cultivos de arandano en
el huerto “San Carlos”, ubicado en la localidad de Téjaro, en el municipio de Tarimbaro,
Michoacan, México (19°51'01"N 101°05'51"0), y sobre cultivos de fresa en el municipio de
Irapuato, Guanajuato, México (20°35'28"N 101°24'06"0O). La recoleccion de las larvas y adultos
se realiz6 con pinzas y redes entomoldgicas, respectivamente. También se recolectaron adultos
machos de trampas cebadas con la feromona sexual comercial Phero-Df (Squid Biological &
Pheromones, Texcoco, Estado de México, México) en ambas plantaciones. Los individuos se
colocaron en frascos de vidrio que contenian alcohol etilico al 70% y se etiquetaron con sus
respectivos datos de recoleccién. Los insectos se transportaron al Laboratorio de Entomologia
Agricola (LEA) del Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales (IIAF), Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH). En el laboratorio, las larvas se colocaron en
recipientes de plastico provistos de una dieta semisintética elaborada con harina de soya como
componente principal. De cada poblacién colectada, se seleccionaron al azar 10 larvas de cuarto
0 quinto instar, y se conservaron en alcohol etilico al 80% en un congelador a -18 °C para el
andlisis posterior de variabilidad genética. El resto de las larvas se alimentaron con dieta

semisintética hasta la obtencion de los adultos para realizar el analisis morfométrico.

La poblacion extranjera de D. fovealis provino de una donacién cientifica realizada por la
Dra. Maria Aparecida Cassilha Zawadneak, de la Universidad Federal de Paranda, Brasil. El
material consisti6 en un lote de larvas y adultos de este insecto, procedente de una cria
recientemente establecida a partir de especimenes recolectados en campo en el municipio de
Sao José dos Pinhais, Parand, Brasil, asociados a cultivos de fresa. Los especimenes se

conservaron en alcohol etilico al 80%.

7.2 Variacién morfolégica de poblaciones de D. fovealis a través de morfometria lineal y
geométrica

Los andlisis de morfometria lineal y geométrica se basaron en la variacion morfolégica de las
alas de 10 hembras y 10 machos de cada poblacién de D. fovealis. Para ello, en una caja de
Petri y utilizando pinzas finas entomoldgicas, cada individuo fue diseccionado bajo un
microscopio estereoscopico (Carl Zeiss, modelo STEMI12000-C) para separar el ala anterior y

posterior del lado derecho del individuo. Dependiendo del estado de las alas, las escamas se
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removieron con hidréxido de potasio (KOH) al 5% y un pincel del nimero 0 de cerdas suaves, 0
con hipoclorito de sodio (NaClO) al 5.25% durante 2 a 3 min. Posteriormente, las alas se
enjuagaron con alcohol etilico al 70% durante 3 min. Las alas se montaron en portaobjetos, sobre
una capa de gel como base, y se aplicaron gotas de una soluciéon de agua con jabon en la
superficie para evitar la deshidratacion y la tensién superficial. Las imagenes digitales se
obtuvieron con una camara fotografica DSLR (Canon EOS Rebel T7) y se afiadi6 la barra de
escala a cada imagen en el programa ImageJ. Para el analisis de morfometria lineal, se midieron
las alas en mm con el programa tpsDig232. Se realizaron las siguientes mediciones: longitud de
las alas (desde la base de su articulaciéon hasta la parte mas alejada del ala) y amplitud (la linea
mas larga trazada perpendicularmente al eje de longitud) (Fig. 4). Los criterios de medicién se

basaron en los estudios de Azrizal-Wahid et al. (2016).

Para la morfometria geométrica, en cada imagen se marcaron 22 y 16 coordenadas
morfométricas (landmarks) para las alas anteriores y posteriores, respectivamente, utilizando el
programa tpsDig232. Estos puntos corresponden a las intersecciones de las venas, los puntos
de unién entre las venas y los margenes de las alas (landmarks tipo 1) (Fig. 4). Estos landmarks
permitieron capturar la configuracibn geométrica de la venacion de cada ala y analizar las
variaciones en la forma y el tamafio (en mm) de las alas de los especimenes. Los puntos
anatomicos seleccionados se convirtieron en coordenadas bidimensionales mediante el
programa tpsDig. El analisis morfométrico se llevé a cabo en el programa de libre acceso
Morphod (Klingenberg, 2011) disponible para Windows bajo la licencia Apache License, versiéon

2.0 (https://morphometrics.uk/MorphoJ page.html).
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Figura 4. Ala anterior (A) y posterior (B) de D. fovealis que muestran respectivamente los
22y 16 landmarks utilizados en el presente andlisis, asi como las mediciones de longitud
(linea verde solida) y amplitud (linea verde punteada) realizadas.

7.2.1 Analisis estadisticos de datos morfométricos. Las matrices de datos generadas para
cada ala (anterior y posterior) se organizaron por sexo (hembras y machos), poblacion
(Michoacan, Guanajuato y Brasil) y medicién (amplitud y longitud). Los datos de la morfometria
lineal se sometieron a una prueba de normalidad de Ryan-Joiner (P > 0.05). Posteriormente, se
realizaron de manera independiente dos analisis de varianza multivariados (MANOVA) para el
ala anterior y posterior de D. fovealis, utilizando como variables dependientes la longitud y la
amplitud de las alas de los individuos y como factores el sexo y la poblacion, para analizar
simultaneamente el efecto de los factores sobre las medias a una P < 0.05. Posteriormente, se
realizé un ANOVA (P < 0.05) multifactorial considerando los efectos del sexo, la poblacién y la
interaccidn entre ambos factores, para la longitud y amplitud de las alas anteriores y posteriores
de forma independiente. En los casos en que se detectaron diferencias significativas, se aplicé

la prueba de comparaciones mdultiples de Tukey (P < 0.05). Todos los andlisis estadisticos se
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realizaron con el programa Minitab version 18. Finalmente, para analizar los patrones de similitud
morfométrica entre individuos y evaluar el agrupamiento en funcién del sexo, se realiz6 un
andlisis de cluster utilizando una matriz de distancias euclidianas calculada a partir de las
medidas lineales de amplitud y longitud de las alas anteriores y posteriores. Para evaluar la
fidelidad del dendrograma, se calculo el coeficiente de correlacion cofenética. Estos analisis se

realizaron con el programa PAST, version 4.03, y Rstudio, version 4.4.1.

Para el analisis de morfometria geométrica, se eliminaron las diferencias producidas por
las superposiciones parciales de los especimenes debido a la escala, orientacion y ubicacién de
las configuraciones de los landmarks. Este procedimiento se realiz6 con el criterio de distancia
minima de Procrustes en el programa MorphoJ (Klingenberg, 2011). Posteriormente, las
coordenadas obtenidas se transformaron en puntuaciones de deformacion para generar una
matriz de datos que se utilizé para llevar a cabo el Analisis de Componentes Principales (ACP),
el cual realiza una transformacién lineal aplicada a un conjunto de datos multivariantes que
generalmente se encuentran correlacionados entre si, en la que se expresa la informacion
contenida en un conjunto de datos con un namero menor de variables (Jolliffe, 2002). Para
maximizar las diferencias individuales entre poblaciones, se realiz6 un andlisis discriminante
mediante un andlisis de variacion canoénica (AVC) entre poblaciones y sexos de D. fovealis.
También se realizaron ANOVAs de Procrustes con la finalidad de encontrar diferencias
significativas entre poblaciones de D. fovealis. Estos analisis se realizaron con el programa
Morphod (Klingenberg, 2011).

7.3 Variaciéon genéticaintra e interpoblacional de D. fovealis mediante el uso del gen COI

7.3.1 Extraccion del material genético (ADN) de D. fovealis. La extraccioén del ADN se realiz6 a
partir de larvas colectadas en campo mediante el método CTAB al 2 %, desarrollado por Doyle y
Doyle (1991) con modificaciones menores. Veinticuatro horas antes de la extraccion, se
colocaron larvas de cuarto o quinto instar de D. fovealis en un ultracongelador (Haier Biomedical)
a -80° C. Posteriormente, con ayuda de un micropistilo, cada individuo se maceré en un tubo de
plastico de 1.5 mL (Eppendor®; Hamburgo, Alemania) de forma firme y rapida hasta obtener un
polvo fino e inmediatamente después se colocaron 800 pL del buffer de extraccion CTAB 2 %
(Tris-HCL 10 mM pH 8.0; Na, EDTA2 H,O 20 mM pH 8.0; CTAB; NaCl 1.4 M). La muestra se
mezclé durante 10 s en un vértex. Las muestras se incubaron en un termobloque (Dry Bath

Incubator, Fisher Scientific) a 65 °C durante 1 h y se mezclaron durante 10 s con un vértex cada

14



20 min. Después, se adicionaron 700 pL de cloroformo-alcohol Isoamilico (24:1) y se agité por
inversion durante 5 min. Se centrifugé a 12,000 rpm durante 5 min. El sobrenadante se transfirié
a un nuevo tubo, se adicionaron 700 pL de isopropanol, se mezcld por inversion durante 5 min y
los tubos se colocaron en un congelador a 20 °C durante 10 min. La muestra se centrifugé a
12,000 rpm durante 10 min y el sobrenadante se decantd evitando perder la pastilla.
Posteriormente, la pastilla se lavé con 500 L de etanol al 70% y se volvié a centrifugar a 12,000
rpm durante 5 min. El sobrenadante se decantd y la pastilla se sec6 a temperatura ambiente
durante al menos 2 h. Finalmente, la pastilla se resuspendié en 50 uL de agua HPLC estéril, se

incubd a 60 °C durante 10 min y se almacené a -20 °C hasta su uso.

7.3.1.1 Cuantificacion de ADN de D. fovealis. Las extracciones de ADN se examinaron
mediante electroforesis en geles de agarosa al 1 % con el amortiguador TAE 1X; por cada 50 mL
de agarosa se agreg0 1 uL de GelRed® Nucleic Acid Stain 10 000X (Biotium, Estados Unidos de
Ameérica). La electroforesis se realiz6 a 80 V durante 30 min. Después de la electroforesis, los
geles se visualizaron y capturaron en un sistema de fotodocumentaciéon BioDoc-It®2 Imaging
System (UVP, An Analytik Jena Company, Cambridge). La concentracion y calidad del ADN de
cada muestra se determinaron por espectrofotometria con el equipo Varioskan® (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, Estados Unidos de Ameérica). Después de determinar la
concentracion, se realizaron diluciones con agua destilada desionizada estéril para obtener

concentraciones finales de 80 ng/pL en cada una de las muestras.

7.3.2 Amplificacién del gen COIl. Para la amplificacion de la regién del gen COI se utiliz6 el
siguiente par de primers especificos para invertebrados para obtener un fragmento de 658 pb
(Folmer et al., 1994):

e HCO 2198 reverse S'TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCAZ'
e LCO 1492 forward 5GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG3'

Para estandarizar la temperatura de amplificacion, se llevo a cabo una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en un gradiente de 40 a 60 °C. La temperatura 6ptima de alineamiento se
determind al observar una Unica banda cercana al tamafio reportado. La PCR se realiz6 en un
termociclador (Mastercycler nexus gradient, Eppendorf) con las siguientes condiciones de
amplificacién: la fase de activacion de la polimerasa se llevé a 95°C por 15 minutos, la fase de
desnaturalizacion a 94 °C por 45 s, el alineamiento se realizé en gradiente de 40° a 60°C y se

seleccionaron las siguientes temperaturas que representaban este gradiente (40, 43.6, 46.2,
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48.8, 53.8, 56.3, 59.5 y 60°C), la fase de polimerizacién fue a 72°C por 45 s y esto se llevo a
cabo por 30 ciclos. Posteriormente, se realizd una fase de extension final a 72 °C durante 5 min.
Estas amplificaciones se visualizaron en un gel de agarosa al 1,5 % con el amortiguador TAE 1X
a 95 V durante 20 min y se capturaron en un fotodocumentador (ChemiDoc® MP Imaging
System, Bio-Rad, Hercules, CA). Para visualizar el ADN se utilizo el tinte fluorescente SYBR Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific®, CA, USA). Se amplificaron las muestras
de 10 individuos de cada poblacion: Michoacan, Guanajuato y Brasil. Las amplificaciones se
realizaron en reacciones de 10 pL: 5 pL de Multiplex (2 X) PCR kit 100 (QUIAGEN®, Hilden,
Germany), 0.8 pL del primer HCO (10 uM), 0.8 uL del primer LCO (10 uM), 2.4 uL de agua
destilada desionizada estéril y 1 pyL del ADN amplificado (80 ng/pL). Las condiciones de
amplificacién se muestran en el Cuadro 1. Los resultados de la PCR se visualizaron en geles de
agarosa al 1.5 % como se mencion6 anteriormente y el peso del fragmento obtenido se estimé
por comparacion con una escalera de 1000 pb (Thermo Scientific®, CA, USA). Los productos
amplificados se purificaron en columnas de Sephadex® G-50 (Sigma-Aldrich, Darmstadt,

Germany). Finalmente, las muestras se almacenaron a -20 °C hasta su secuenciacion.

Cuadro 1. Condiciones de amplificacién para los primers HCO y LCO utilizados.

Ciclos Temperatura (°C) Tiempo
1. Desnaturalizacion inicial 95 15 min
2. Desnaturalizacidn 94 45 s
3. Alineamiento 43.6 45 s
4. Extension 72 45 s
33 ciclos desde el paso 2
5. Extension final 72 5 min

7.3.3 Secuenciacién de productos de PCR y andlisis filogenético. A partir de los productos de
PCR previamente purificados, se realizd una PCR de secuenciacion y, posteriormente, se
purificaron los productos obtenidos, como se mencioné anteriormente. La secuenciacion se llevé
a cabo en el equipo 3500 Series Genetic Analyzer (Applied Biosystems®, CA, USA) del
Laboratorio de Ecologia Molecular de la Escuela Nacional de Estudios Superiores (ENES),
UNAM, campus Morelia, con asesoria del Dr. Jesus Llanderal Mendoza. Los productos
amplificados se secuenciaron en direccion forward utilizando el primer LCO mediante el método
de Sanger y Coulson (1975). En total se obtuvieron 10 secuencias para cada una de las
poblaciones de D. fovealis analizadas. Las secuencias obtenidas se revisaron mediante los
electroferogramas, posterior a su edicién manual, se ensamblaron con el algoritmo MUSCLE

(Multiple Sequence Comparison by Log-Expectation) en el programa MEGA (Molecular
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Evolutionary Genetics Analysis version 12, Kumar et al., 2024). Con ayuda de la herramienta
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI) se llevé a cabo la comparacién de las secuencias depositadas en el
GenBank para confirmar la identidad taxonémica de las secuencias obtenidas.

Posteriormente, se realiz6 el andlisis filogenético en el programa MEGA version 12
(Kumar et al., 2024). La seleccion del modelo de sustitucion nucleotidica se llevd a cabo mediante
la herramienta Find Best DNA/Protein Models (ML), el modelo mas adecuado se seleccioné con
base en los valores mas bajos de los criterios de informacién de Akaike (AIC) y bayesiano (BIC).
Se utiliz6 el método de maxima verosimilitud (ML, por sus siglas en inglés), empleando como
modelo de sustitucion el modelo General Time Reversible (GTR) (Nei y Kumar, 2000), y el
soporte estadistico fue el método de aleatorizacion bootstrap con 1000 repeticiones para
proporcionar robustez a los nodos (Tamura et al., 2011). Se utilizaron dos secuencias externas
de D. fovealis correspondientes colectadas en Portugal (nimero de acceso: 0Q562196.1) y
Marruecos (MK459696.1) y como grupos externos el barrenador del arroz, Chilo suppresssalis
W. (Lepidoptera: Crambidae), (0Q562741.1) y el gusano cogollero, Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) (MT324067.1). El criterio de seleccién de las secuencias se baso
en el gen COI.

Por dltimo, con las secuencias previamente alineadas, se llevé a cabo un andlisis de
polimorfismo del ADN y de divergencia entre poblaciones utilizando el programa DNA Sequence
Polymorphism, versién 6.12.03 (Rozas et al., 2017), y se realizé el anlisis molecular de varianza
(AMOVA) para estimar la distribucion de la diversidad genética dentro y entre poblaciones en el
programa Arlequin 3.5 (Excoffier y Lischer, 2010). La reconstruccion de las relaciones evolutivas
entre haplotipos se realiz6 mediante el programa Population Analysis with Reticulate Trees
(PopART, version 4.8.4, Clement et al., 2002). Esta herramienta bioinforméatica, especializada en
el analisis de datos genéticos poblacionales, permite una representacién grafica (red) de las
relaciones filogenéticas, tanto a nivel interpoblacional como intrapoblacional, lo cual permite
identificar patrones de diversificacion y estructura genética entre los haplotipos identificados

mediante la construccion de redes de haplotipos (Rozas, 2009).
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VIIl. RESULTADOS

8.1 Variacién morfolégica de poblaciones de D. fovealis a través de morfometria lineal

Los datos correspondientes a las variables de longitud y amplitud del ala anterior y posterior
mostraron una distribucién normal, de acuerdo con la prueba de normalidad de Ryan-Joiner, (P
> 0.1). Los resultados de los MANOVAs indicaron diferencias multivariadas significativas entre
los grupos para el factor sexo y para la poblacién de las alas anteriores (De Wilks = 0.78, P =
0.01; De Wilks = 0.64, P < 0.01 para los factores sexo y poblacién, respectivamente) y posteriores
(De Wilks = 0.65, P < 0.01; De Wilks = 0.42, P < 0.01 para los factores sexo y poblacién,
respectivamente). Los resultados de los ANOVAs multifactoriales indicaron que, en todos los
casos, tanto el sexo como la poblacién ejercieron efectos significativos sobre la longitud y la
amplitud de las alas anteriores y posteriores de D. fovealis, asi como sobre la interaccion entre

sexo y poblacién (Cuadro 2).

Cuadro 2. ANOVA multifactorial para la longitud y amplitud del ala anterior y posterior de
individuos de tres poblaciones de D. fovealis.

Medicién

Poblacion

Sexo

Poblaci6on*Sexo

Longitud Anteriores
Amplitud Anteriores
Longitud Posteriores

Amplitud Posteriores

F=11.75,g.l. =2, P<0.001
F=18.08, g.l. =2 P <0.001
F=11.11,gl =2 P <0.001

F=17.20,9.l.=2 P <0.001

F=17.20,g.l. =1 P <0.001
F=16.88,g.l. =1 P <0.001
F=34.49,9.l =1P<0.001

F=17.20,9.l.=1 P <0.001

F=7.49,9l =2P=0.001
F=6.8,g.l. =2 P =0.002
F=6.16,9.l =2 P <0.001

F=17.2,9l =2 P <0.001

g.l. = grados de libertad

En el caso de la longitud del ala anterior, los promedios registrados para la poblacion de Brasil
(8.62+ 0.59 mm) fueron significativamente mayores que los de las poblaciones de Guanajuato
(8.25 = 0.47 mm) y Michoacan (7.89 = 0.67 mm), mientras que la amplitud del ala anterior de
Brasil (3.50 £ 0.31 mm) y Guanajuato (3.31 £ 0.23 mm) no presentaron diferencias significativas
y fueron significativamente mayores que el promedio de las alas anteriores de la poblacion de
Michoacan (3.03 + 0.33 mm, Fig. 5 Ay B).
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morfométricos (amplitud y longitud) del ala anterior y posterior en individuos (machos +
hembras) de tres poblaciones de D. fovealis. A) Longitud de alas anteriores, B) Amplitud de
alas anteriores, C) Longitud de alas posteriores y D) Amplitud de alas posteriores. Letras
diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P < 0.05) para el factor poblacion.

La longitud del ala posterior de las poblaciones de Guanajuato (6.25 + 0.47 mm) y
Michoacan (5.99 +

significativamente diferentes a la poblacién de Brasil (6.54 + 0.5 mm) (Fig. 5 C). En cambio, para

0.5 mm) no presentaron diferencias significativas, pero fueron
la amplitud del ala posterior, el promedio de la poblacién de Brasil (3.62 + 0.34 mm) fue
significativamente mayor que el de las poblaciones de Guanajuato (3.33 £ 0.27 mm) y Michoacan
(3.03 £ 0.07 mm, Fig. 5 D).

La prueba de comparaciones multiples de Tukey para la interacciéon entre los factores
poblacién y sexo mostrd diferencias significativas en la longitud y amplitud del ala anterior y
posterior (P < 0.05), con una tendencia a que, en la mayoria de los casos, las hembras de las
poblaciones de Brasil y Guanajuato presentaran mayores dimensiones alares que las hembras

de la poblacion de Michoacan (Fig. 6 A, By C). Sin embargo, Unicamente los promedios de la
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amplitud del ala posterior de las hembras fueron significativamente diferentes entre las tres
poblaciones (3.91 £ 0.18, 3.54 + 0.16 y 2.97 + 0.37 para las poblaciones de Brasil, Guanajuato y
Michoacan, respectivamente; Fig. 6D). Por otra parte, para ambos caracteres morfométricos en
las alas anteriores y posteriores, los machos no mostraron diferencias significativas entre
poblaciones (Fig. 6).
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Figura 6. Promedio (mm % EE, error estandar) de dos caracteres morfométricos (amplitud
y longitud) del ala anterior y posterior en individuos de ambos sexos de tres poblaciones
de D. fovealis. A) Longitud de alas anteriores, B) Amplitud de alas anteriores, C) Longitud de
alas posteriores y D) Amplitud de alas posteriores. BH= Brasil Hembras; GH= Guanajuato
Hembras; MH= Michoacan Hembras; BM= Brasil Machos; GM= Guanajuato Machos; MM=
Michoacan Machos. Letras diferentes sobre las barras indican diferencias significativas (P <
0.05) en la interaccién Poblacién*Sexo.

El analisis cluster de la matriz de datos de la amplitud y longitud del ala anterior y posterior
medidos para cada poblacién reveld que existe agrupacién parcial por sexo en las poblaciones

estudiadas, la cual es mas evidente en las alas posteriores de la poblacion de Brasil (Figura 7).
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Figura 7. Analisis de cluster de machos y hembras de cada poblacién de D. fovealis con
dos caracteres morfométricos (longitud y amplitud) para el ala anterior y posterior.
M=Macho (en color rojo), H=Hembra. Correlacion cofenética de Michoacan (M), Guanajuato (G)
y Brasil (B): anteriores: 0.777, 0.749, 0.752; y posteriores: 0.789, 0.854, 0.790, respectivamente.
Ejemplo, 8MM=individuo 8, macho, Michoacan. Distance = Distancia.

8.1.1 Variacion morfologica de poblaciones de D. fovealis a través de morfometria
geomeétrica

El analisis de variacién canonica (AVC) de la forma de las alas anteriores de las tres poblaciones
de D. fovealis, sin diferenciar machos y hembras, no mostré la separacion de las tres poblaciones
de acuerdo a los estadisticos de Goodall's F: 1.79, P = 0.08 y Pillai's trace: 1.57, P =0.06 (Fig.
8A). El componente principal 1 (CP1) explica el 48.46% de la varianza (48.46% acumulada),
mientras que el componente principal 2 (CP2) explica el 15.75% de la varianza (64.22%
acumulada). En contraste, el AVC de la forma de las alas posteriores de las tres poblaciones de
D. fovealis, sin diferenciar machos y/o hembras, mostré la separacion entre las tres poblaciones
(Goodall’'s F: 6.14, P <0.0001 y Pillai's trace: 1.58, P <0.0001, Fig. 8B). ElI CP1, el cual explica

el 25.07% de la varianza, por su parte, el CP2, el cual explica el 17.14% de la varianza. Asimismo,
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el ANOVA de Procrustes confirmé la diferenciacion entre poblaciones en la forma de las alas
posteriores (F = 6.14, g.I. =56, P < 0.0001).
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Figura 8. Analisis de la variacién candnica del ala anterior (A) y posterior (B) en
machos y hembras de tres poblaciones de D. fovealis. Las poblaciones estan
diferenciadas por colores: Brasil (naranja), Guanajuato (morado) y Michoacan (azul). A)
Goodall's F: 1. 79 P = 0.08. Pillai's trace: 1.57, P =.0.06 y B) Goodall’s F: 6.14, P < 0.0001.
Pillai's trace: 1.58, P < 0.0001.
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8.2 Amplificacion del gen COIl a partir de ADN de D. fovealis

La temperatura 6ptima de alineamiento se eligio a partir de la visualizacién del gel de agarosa en
donde se analizaron los productos de PCR en gradiente (40°C - 60°C), en el cual se observo
gue, de las ocho temperaturas utilizadas del gradiente, la de 43.6 °C fue con la que se observé
una banda de ADN nitida (Fig. 9). El gen COI se amplificé en un total de 30 individuos de D.
fovealis (10 individuos de cada poblacion utilizada: Michoacan, Guanajuato y Brasil; Fig. 10).

1500 pb

650 pb
300pb

1500 pb

650 pb
300pb

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % de los productos de PCR de
gradiente del gen COIl en dos individuos de D. fovealis. Carril 1) MM: Marcador
molecular (1 kb); A) Individuo 2 de Michoacan; B) Individuo 3 de Michoacan. La linea de
color rojo indica el ADN de interés con un tamafio aproximado de 650-658 pares de bases

(pD).
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Michoacan
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Guanajuato
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Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de los productos de PCR del gen COIl en
tres poblaciones de D. fovealis. Carril 1) MM, marcador molecular (1 kb); la linea en rojo indica el
ADN de interés, con un tamafo aproximado de 650-658 pares de bases (pb). M = Michoacan, G =

Guanajuato y B = Brasil.
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8.2.1 Variacion genética intra e interpoblacional de D. fovealis

Se resolvié un arbol enraizado en el que se separaron los grupos externos (el crambido C.

suppresalis y el néctuido S. frugiperda) de todos los demds individuos pertenecientes a D.

fovealis, observandose 607 posiciones. En la estructura del arbol se observaron dos clados bien

sustentados (Fig. 11): el primero (94/100), formado por dos subclados: Tarimbaro, Michoacéan

(89/100) e Irapuato, Guanajuato (99/100); y el segundo, conformado por los individuos de

Parana, Brasil (76/100). A su vez, las tres poblaciones aqui estudiadas, forman un subclado

principal (71/100) con la secuencia del individuo proveniente de Portugal (0Q562196.1), obtenida

de la base de datos del GenBank.

wn
=N

(2]
o

76

Michoacén 3.1
Michoacén 13
Michoacén 10c
Michoacén 1
Michoacén 15
Michoacén 4
Michoacén 18
Michoacén 17
Michoacén 5
Michoacén 16

Guanajuato 3
Guanajuato 7
Guanajuato 9
Guanajuato 10
Guanajuato 2

Guanajuato 12
Guanajuato 1
Guanajuato 8
Guanajuato 5.1
Guanajuato 6

 Brasil 2
 Brasil 10

Brasil 9
Brasil 6
Brasil 7
Brasil 8
Brasil 5
Brasil 3

Brasil 1.1

Brasil 4

0Q562196.1 Portugal

MK459696.1 Marruecos
0Q562741.1 Chilo suppressalis
MT324067.1 Spodoptera frugiperda

Figura 11. Arbol filogenético de maxima verosimilitud de tres poblaciones de D. fovealis y
dos grupos externos (C. suppressalis y S. frugiperda). Los valores al inicio de cada nodo
representan la robustez de la rama correspondiente (Bootstrap). Las poblaciones estan

diferenciadas por colores: Michoacan (azul), Guanajuato (Morado) y Brasil (Naranja).
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El andlisis AMOVA mostré valores de distribucién de diversidad genética de 97.39 y
2.61% entre y dentro de las poblaciones, respectivamente (Cuadro 3). Por su parte, el indice de
fijacidbn mostré diferenciacién poblacional (FST = 0.97386; P < 0.05), lo que indica una alta
diferenciacién genética. Se observé que dentro del fragmento existe una mayor frecuencia de
adenina (A) y timina (T), con un promedio de 30.94 y 38.85% comparado con 15,49% de citosina
(C) vy 14.71% de guanina (G). Este sesgo en la frecuencia de AT (68.9 %) es tipico de los

genomas mitocondriales de insectos (Harrison, 1989).

Cuadro 3. Analisis molecular de varianza (AMOVA) para las tres poblaciones de D. fovealis
bajo estudio.

Fuente de variacion g.l. Suma de Componentes de Porcentaje de
cuadrados varianza variacion

Entre poblaciones 2 44.26 2.20 Va 97.39

Dentro de la poblacion 27 1.60 0.05 Vb 2.61

Total 29 45.86 2.26

FST 0.97386

g.l.= grados de libertad.

La red haplotipica de D. fovealis, construida a partir de secuencias del gen COIl, mostré 4
haplotipos distribuidos entre las poblaciones de Michoacan, Guanajuato y Brasil (Fig.12). La
primera poblacion present6 una diversidad haplotipica y nucleotidica baja (H =1, y P =0.000595,
respectivamente). Esto fue consistente con la presencia dominante del haplotipo 1, el cual estuvo
constituido por ocho individuos, mientras que el haplotipo 2 incluyé Unicamente a dos individuos
de la misma poblacién, separados por una sola mutacion. Los haplotipos 3 y 4 resultaron
exclusivos de la poblacion de Guanajuato y Brasil, respectivamente, ambas con valores de H =
Oy Pl =0 (Fig.12).
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Guanajuato
Brasil
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Figura 12. Red de haplotipos de D. fovealis construida a partir de secuencias del gen
citocromo oxidasa subunidad | (COI). Michoacan (azul), Guanajuato (morado) y Brasil
(naranja). Cada circulo corresponde a un haplotipo Unico y estan en proporcién con la frecuencia
del haplotipo. Cada linea transversal representa una sustitucion de nucle6tidos entre dos

haplotipos.
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IX. DISCUSION

9.1 Variacion morfolégica de poblaciones de D. fovealis a través de morfometria lineal y
morfometria geométrica

Actualmente, no existen estudios sobre la variacion morfolégica entre diferentes poblaciones de
D. fovealis. En lepidopteros, las alas pueden exhibir un grado de variabilidad considerable a nivel
intra e interespecifico (Hernandez et al., 2010). Dicha variabilidad puede tener implicaciones
funcionales fundamentales para la vida del insecto, tales como su dispersién, busqueda de
alimento y reproduccion, entre otros (Bai et al., 2015). En este contexto, uno de los objetivos del
presente estudio fue determinar la variacion morfolégica de las alas de dos poblaciones

mexicanas y una extranjera de D. fovealis mediante la morfometria lineal y geométrica.

Los resultados mostraron que los individuos procedentes de Brasil y de Guanajuato
presentaron una mayor dimension de sus alas que los individuos de Michoacan, con excepcion
de la longitud del ala posterior. Ademas, tanto para el ala anterior como para la posterior, las
hembras de la poblacién de Brasil tuvieron una mayor dimension comparada con los machos. En
contraste, en los individuos de Guanajuato, esta tendencia sélo se observé en las alas
posteriores, contrario a lo observado en la poblacién de Michoacan, donde no hubo diferencias
en el tamafio de las alas entre hembras y machos. Esto nos puede indicar que, a pesar del corto
tiempo (10 afios) que ha trascurrido del primer reporte de D. fovealis entre Brasil (Zawadneak et
al. 2016) y México (Soria-Morales, 2019) y su dispersién en este Ultimo pais, las variaciones
alares observadas indican una posible y rapida adaptacién del insecto a los distintos cambios
geogréaficos y ambientales como se ha observado en otros insectos (Bai et al., 2016; Onder y
Aksoy, 2022). Estos autores determinaron una clara variacion en el tamafio de las alas de
Trilophidia annulata (Thunberg, 1815) (Orthoptera: Oedipodidae) y Drosophila melanogaster
(Meigen, 1830) (Diptera: Drosophilidae), respectivamente, en poblaciones colectadas en un
lapso corto de tiempo (< 3 afios) y cuya variacion se correlacion6 significativamente con factores
ambientales como la latitud, temperatura, humedad y/o precipitacion. Aunque en el presente
estudio no se analizaron las variaciones ambientales, existen diferencias evidentes en la latitud
y en las condiciones ambientales entre los lugares en donde se colectaron las poblaciones de D.

fovealis de Brasil y México.

La correlacion entre tamafio y latitud, propuesta por Bergmann (Regla de Bergmann),

sugiere que, intraespecificamente, el tamafio del cuerpo disminuye con el promedio de la
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temperatura ambiental y, generalmente, existe una tendencia a incrementar con la latitud (Miller,
1991, Dujardin, 2008, Shelomi, 2012). Por ejemplo, en el estudio realizado por Hernandez et al.
(2010), la polilla guatemalteca, Tecia solanivora Povolny (Lepidoptera: Gelechiidae), fue mas
grande a mayores altitudes, en ambos sexos. En 2020, investigadores del Reino Unido,
determinaron que el tamarfo alar de la mariposa de los muros, Pararge aegeria L. (Lepidoptera:
Nymphalidae), aument6 con la latitud en aproximadamente un 2% por cada 100 km, lo que es
consistente con la Regla de Bergmann. Asimismo, varios autores coinciden en que la variacion
intraespecifica del tamafio corporal de los organismos, influenciada por el ambiente, corresponde
a un rasgo fenotipico altamente plastico durante el desarrollo de los mismos (Hernandez et al.,
2010) y puede tener bases adaptativas 0 no adaptativas (Angilleta et al., 2004). Por su parte,
Hodkinson (2005) y Dillon y Frazier (2006) también determinaron que la disminucién de la
temperatura, presion atmosférica y disponibilidad de oxigeno, asi como el aumento de la
radiacién solar en entornos de gran altitud, pueden provocar cambios morfoldégicos en los
insectos. Sin embargo, diversos estudios han demostrado que los cambios en el tamafio de estos
organismos y de otros invertebrados, establecidos a lo largo de distintos gradientes ambientales,
no siempre se ajustan a la regla de Bergmann (Brehm y Fiedler, 2004; Bai et al., 2016; Onder y
Aksoy, 2022).

En general, el disefio de las alas de las hembras, al ser mas grandes o anchas que las
de los machos, confiere una mayor capacidad de carga (relacién entre la masa corporal del
individuo y el area total de sus alas) (Willmott y Ellington, 1997). El tamafio mas grande de la
hembra puede ser favorecido por la seleccidon natural para incrementar su fecundidad,
adecuacion y longevidad (Adams y Funk, 1997; Francuski et al., 2009; Hernandez et al., 2010).
En contraste, el tamafio pequefio del macho puede ser el resultado de la selecciéon sexual debido
al rapido desarrollo que conduce a su eclosion temprana (Hernandez et al. 2010). En el presente
estudio, solo en algunos casos (para la poblacién de Brasil, hembras y machos presentaron
promedios significativamente diferentes para ambas mediciones en ambas alas, y para la
poblacién de Guanajuato, esto sélo se observé en las alas posteriores) se observaron diferencias
entre la longitud y la amplitud de las alas entre los sexos y poblaciones. Asimismo, el analisis de
cluster de ambas alas revelé una agrupacion parcial por sexo en las poblaciones estudiadas, la
cual fue més clara en las alas posteriores de la poblacion brasilefia. Torres et al. (2015) mostraron
gue las hembras de la palomilla de la manzana, Cydia pomonella (L.) (Lepidoptera: Tortricidae),
recolectadas en manzanos y nogales en tres localidades de la Region del Maule, Chile,

presentaron alas mas largas y anchas que los machos, pero con una carga alar similar. Otros
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estudios sugieren que, diferencias en la morfologia de las alas entre sexos son indicativas de
diferentes capacidades de dispersién (Schumacher et al., 1997). Sin duda, la relacién entre el
tamafio de las alas de D. fovealis y el sexo aun amerita futuros estudios.

Respecto a los analisis de morfometria geométrica, sin influencia del sexo, los resultados
de este estudio indicaron que también existen diferencias significativas en la forma de las alas
posteriores entre individuos de D. fovealis pertenecientes a las poblaciones de Michoacan,
Guanajuato y Brasil. En contraste, no se observaron diferencias en las alas anteriores. En los
lepidopteros, las alas anteriores y posteriores estan acopladas mecanicamente y baten en
sincronia (Ma et al., 2021). El vuelo es anteromotor, impulsado principalmente por la accion de
las alas anteriores. En este sentido, diversos autores sugieren que las alas anteriores y las
posteriores contribuyen de manera desigual al rendimiento del vuelo. Al respecto, en un estudio
con 19 especies de mariposas y 25 de palomillas, todas volaron con sus alas posteriores
removidas, aungue a costa de la velocidad y la maniobrabilidad (Jantzen y Eisner 2008). Por lo
tanto, la forma y el tamafio de las alas anteriores pueden ser resultado de una seleccion
estabilizadora impuesta por los requisitos biomecénicos del vuelo, mientras que la forma y el
tamafio de las alas posteriores pueden responder mas facilmente a procesos neutrales o

selectivos como la seleccion sexual (Chazot et al., 2016).

En la presente investigacion, a diferencia de las poblaciones de Guanajuato y Brasil, que
provenian de cultivos de fresa, la poblacion de Michoacan se colecté en plantas de arandano, lo
cual coincide con la tendencia observada de una mayor amplitud y longitud de las alas en las
poblaciones de Guanajuato y Brasil, comparadas con Michoacan. Debido a ello, otro aspecto
importante a considerar y, que amerita futuros estudios, es la planta hospedera. A este respecto,
existe evidencia de que el tipo de planta hospedera puede influir significativamente en la forma y
el tamafo de las alas de los adultos de los insectos (Mozaffarian et al., 2007; Soto et al., 2008).
Por ejemplo, en adultos de Neoleucinodes elegantalis (Guenée) (Lepidoptera: Crambidae), los
analisis multivariados sugirieron que algunas poblaciones presentaron diferencias en la
conformacion asociadas a su planta hospedera (Obando et al., 2011). Aunque son escasos los
trabajos dedicados al estudio de la influencia del hospedero en el cambio de la conformacién de
sus individuos, se registran algunos que documentan la variacion de la conformacion segun la

alimentacion (Adams y Funk, 1997).

9.2 Variacién genética intra e interpoblacional de D. fovealis mediante el uso del gen COI
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Para conocer, de forma integral, la variabilidad intra e interpoblacional de D. fovealis de las
poblaciones mexicanas, en este estudio se realiz6 un analisis molecular mediante el gen COI, en
donde se incluy6 una poblacion extranjera (Brasil) de referencia. Este gen se utiliza ampliamente
para analizar relaciones filogenéticas dentro de poblaciones de insectos y para mostrar la

distancia o cercania entre individuos de una misma especie (Pecniar y Buzan, 2013).

El andlisis filogenético mediante el método de maxima verosimilitud mostr6 una
diferenciacién genética entre las poblaciones estudiadas de esta palomilla; la topologia del arbol
evidencio la formacién de subclados (con valores de bootstrap entre 99 y 76) especificos de cada
poblacidn, lo que sugiere cierto grado de diferenciacion poblacional. Claramente, las poblaciones
mexicanas formaron un grupo monofilético, distinto al de la poblacion extranjera, pero
conservaron una similitud genética entre los especimenes recolectados en cada zona
(Guanajuato o Michoacan). Ademas, esto se ve reflejado en los resultados del analisis AMOVA,
cuyos resultados muestran un alto porcentaje de variacién entre poblaciones (97.39 %) y una
baja variacién intrapoblacional. Estos resultados son relevantes y novedosos, puesto que, hasta
nuestro conocimiento, este es el primer estudio genético que se realiza con poblaciones
mexicanas, en donde se observaron dos aspectos importantes: 1) A pesar del relativamente corto
tiempo de establecimiento de D. fovealis en Michoacan, México (=8 afios; Soria-Morales, 2019;
Cruz-Esteban y Rojas, 2021), las poblaciones analizadas en este estudio presentan variacion en
comparacion con aquellas establecidas previamente en Latinoamérica, como es el caso de
Brasil, pais cuya presencia de D. fovealis se reportd por primera vez en 2016 (Zawadneak et al.,
2016) y 2) Las dos poblaciones mexicanas formaron subclados separados y definidos, lo que
sugiere un posible efecto de poca migracion. Sin embargo, para confirmar estas observaciones,
son necesarias futuras investigaciones en donde se realicen monitores genéticos en un lapso de

mayor tiempo.

Los resultados del presente estudio contrastan con un estudio donde se analiz6 la
variacién genética de poblaciones del barrenador de la vaina del frijol, Maruca vitrata (Fabricius)
(Lepidoptera: Crambidae), provenientes de diferentes agroecosistemas en India y cuyos
resultados revelaron que el mayor porcentaje de variacion se produjo dentro de las poblaciones,
con un 86.09%, y solo se encontraron variaciones de 13.37% y 0.54% entre poblaciones dentro
de la misma zona y grupos de poblaciones de diferentes zonas, respectivamente. Esto puede
indicar que las poblaciones de M. vitrata en la India presentan baja variacion genética y alto flujo
génico entre ellas. Este alto flujo genético contribuye a mantener una estructura poblacional

homogénea, reduciendo las diferencias genéticas entre regiones (Mahalle et al., 2022). En otros
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crambidos, como el enrollador de hojas del arroz, Chaphalocrocis medinalis Guenée, se ha
reportado una variacion genética extremadamente baja dentro de seis poblaciones en Taiwan y
una ausencia de estructura significativa entre poblaciones cercanas (Hsieh et al., 2023). Estos
autores sugieren que estas poblaciones de C. medinalis podrian considerarse como solamente
una poblacién genética, sin flujo genético restringido entre los sitios geogréaficos, posiblemente
debido a un origen comun o a un efecto fundador. Esto ocurre cuando una nueva poblacién se
establece con un nimero muy pequefio de individuos provenientes de una poblacién mayor, lo

gue conduce a una pérdida de variacion genética (Mayr, 1963).

Por otra parte, en el presente estudio, el analisis de la red haplotipica para D. fovealis,
basada en el gen COI mostré la presencia de un niumero reducido de haplotipos y valores bajos
de diversidad haplotipica y nucleotidica, particularmente en la poblaciéon de Michoacan, asi como
la ausencia de diversidad en las poblaciones de Guanajuato y Brasil. Esto sugiere una estructura
genética simple caracterizada por haplotipos separados por un ndmero bajo de mutaciones.
Resultados similares han sido reportados en otros crAmbidos con amplia distribucién geogréfica.
Por ejemplo, en D. saccharalis, el analisis de secuencias del gen COIl en seis poblaciones
brasilefias asociadas a distintas localidades (Piracicaba, Jaboticabal, Morrinhos y Maceio) y
hospederos (cafia de azUcar y maiz) revelé un bajo nivel de variacién genética (Francischini et
al., 2017). Estos autores identificaron Unicamente 4 haplotipos, con una diversidad haplotipica
global baja (H = 0.14) y una diversidad nucleotidica reducida (Pl = 0.00032). En un estudio con
C. suppressalis, se observé una diversidad genética alta a partir del gen COI (Meng et al., 2008).
En este insecto, el andlisis de 381 individuos recolectados en 18 localidades de cultivo de arroz
en China permiti6 identificar un total de 27 haplotipos Unicos. Sin embargo, estos autores también
reportaron la presencia de 3 haplotipos comunes, lo cual indicé un bajo flujo genético entre la

mayoria de las poblaciones y cierto intercambio entre otras.

En general, la diversidad genética entre poblaciones de D. fovealis y la red haplotipica
indicaron una influencia del origen geografico y un bajo flujo genético entre las poblaciones
mexicanas. Esto podria ser debido a varios factores entre los cuales se pueden considerar: 1) la
posible limitada capacidad de vuelo de la especie, Il) el manejo de la misma en los cultivos de
frutillas, ya que las poblaciones normalmente son controlas con el uso de feromonas, lo cual
podria contener las poblaciones de manera local y 1ll) la presencia de alguna barrera geografica
(Behura, 2006). Sin embargo, aun se requieren futuros estudios de esta especie para conocer

su dindmica en distintas poblaciones.
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X. CONCLUSIONES

e El analisis de morfometria lineal mostrd una variacion en el tamafio de las alas de D. fovealis
con una tendencia de mayores dimensiones (longitud y amplitud) en la poblacién de Brasil
comparado con las poblaciones mexicanas. Esto es congruente con los resultados de la
variacion genética debido a que la poblacién brasilefia mostr6 mayor variacion que se reflejé
en el nUmero de mutaciones observadas en la red haplotipica.

e La morfometria geométrica demostrd6 que soélo el ala posterior constituye un rasgo

morfolégico distintivo entre las distintas poblaciones analizadas.

e Elanalisis morfométrico (lineal y geométrico) de la forma del ala posterior y el arbol filogénico
de méaxima verosimilitud mostraron una clara separacion de las poblaciones, lo que indica la
importancia de utilizar ambos enfoques para obtener resultados mas completos que permitan

conocer y explicar la variabilidad genética y morfoldgica de las poblaciones de este insecto.

e Ladiversidad genética entre las poblaciones de D. fovealis y la red haplotipica indicaron una
influencia del origen geografico y un bajo flujo genético entre las poblaciones mexicanas.
Esto podria estar relacionado con la baja capacidad de desplazamiento y manejo del insecto

en las zonas donde se recolectaron y/o al aislamiento por distancia o barreras fisicas.
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Xl. PERSPECTIVAS

En general, la forma de las alas posteriores se consolida como una herramienta confiable para
identificar la variacion morfoldgica interpoblacional en D. fovealis. Ademas, debido a la escasez
de los estudios genéticos sobre esta especie, el presente estudio amplia la disponibilidad de
secuencias mediante el uso del gen COI como marcador molecular. Estas secuencias podran
ser utilizadas en futuros estudios poblacionales y filogeograficos, proporcionando informacion util

sobre su diversidad y estructura genética.
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