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RESUMEN

Scyphophorus acupunctatus se considera la plaga mas importante del cultivo del agave. El
objetivo de estudio fue determinar la variacion morfologica y genética de las poblaciones de S.
acupunctatus procedentes de Acuitzio del Canje, Etdcuaro, Tarimbaro (las tres poblaciones de
Michoacan), San Juan Guelavia (Oaxaca) y Registrillo (Durango), mismas que se recolectaron
de cinco hospederos diferentes. Para este estudio se emplearon las técnicas de morfometria
clasica y geométrica en combinacion con herramientas moleculares. Para la morfometria
clasica se midieron 34 caracteres morfoldgicos de 10 hembras y 10 machos de cada poblacion
y para la morfometria geométrica se tomaron imagenes digitales, también de 10 machos y 10
hembras de cada poblacién, de la vista lateral del cuerpo, de la vista dorsal del pronoto, del
terguito VIII y del I6bulo medio. El andlisis genético se llevd a cabo utilizando el gen
mitocondrial: citocromo oxidasa | (COI) amplificado en individuos de Etdcuaro (15),
Registrillo (16), San Juan Guelavia (15), Tarimbaro (6) y Acuitzio del Canje (5) (sin sexar).
Los resultados indicaron en la morfometria clasica, con los 34 caracteres morfoldgicos
analizados para cada poblacion, que S. acupunctatus es una especie que presenta una amplia
variacion en las mediciones de los caracteres entre poblaciones y entre individuos de una
misma poblacion (machos y/o hembras). Con respecto a la morfometria geométrica, analizada
con la vista lateral del cuerpo y la vista dorsal del pronoto, se demostré que ambas formas
evaluadas son de utilidad para separar individuos de S. acupunctatus por poblacion y sexo.
Finalmente, la diferenciacion genética encontrada entre las cinco poblaciones de S.
acupunctatus, indicé que el flujo genético existente es suficiente para mantener la variacion
entre y dentro de las poblaciones, debido posiblemente a la plasticidad fenotipica por presion
ambiental y al impacto antropogénico en las zonas donde se cultivan especies del género Agave.

Palabras clave: COI, morfometria geométrica, morfometria clasica, microsatélites,
landmarks.

ABSTRACT

Scyphophorus acupunctatus is considered the most important pest of the agave crop. The
objective of the study was to determine the morphological and genetic variation of S.
acupunctatus populations from Acuitzio del Canje, Etlcuaro, Tarimbaro (the three populations
of Michoacén), San Juan Guelavia (Oaxaca) and Registrillo (Durango), which were collected
from five different hosts. For this study, classical and geometric morphometry techniques were
used in combination with molecular tools. For classical morphometry, 34 morphological
characters of 10 females and 10 males of each population were measured, and for geometric
morphometry, digital images were taken, also of 10 males and 10 females of each population,
of the lateral view of the body, of the dorsal view of the pronotum, tergite V11l and the median
lobe. Genetic analysis was carried out using the mitochondrial gene: cytochrome oxidase |
(COI) amplified in individuals from Etdcuaro (15), Registrillo (16), San Juan Guelavia (15),
Tarimbaro (6) and Acuitzio del Canje (5) (without sexing). The results indicated in the classical
morphometry, with the 34 morphological characters analyzed for each population, that S.
acupunctatus is a species that presents a wide variation in the measurements of the characters
between populations and between individuals of the same population (males and/or females).
With respect to geometric morphometry, analyzed with the lateral view of the body and the
dorsal view of the pronotum, it was shown that both forms evaluated are useful to separate
individuals of S. acupunctatus by population and sex. Finally, the genetic differentiation found
among the five populations of S. acupunctatus indicated that the existing gene flow is sufficient
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to maintain variation between and within populations, possibly due to phenotypic plasticity
because of environmental pressure and anthropogenic impact in the areas where species of the
Agave genus are cultivated.

l. INTRODUCCION

Las plagas y enfermedades causan pérdidas econdmicas significativas en el sector agricola
(SIAP, 2016a). Un estudio de la FAO, a través de AGROASEMEX (2019), revel6 que las
plagas no sélo causan pérdidas econdmicas sino también reducen la calidad de los productos.
La industria del tequila y mezcal es un sector muy importante para la economia de México
debido a la generacion de empleos y captacion de divisas. Debido a esto, las plantas del género
Agave (Asparagaceae) tienen alta demanda en la produccion de bebidas y subproductos,
ademas de proveer otros servicios tales como el equilibrio ambiental y agroecoldgico que
mantienen las zonas semidesérticas donde crecen (Beltran, 2005; Cuervo et al., 2019; Tribuna,
2019). En los ultimos afios, el consumo de bebidas derivadas del agave ha aumentado
considerablemente (SIAP, 2016b), y como consecuencia, también ha incrementado la
superficie de este cultivo y los problemas de plagas. Actualmente, este cultivo tiene una
superficie sembrada de 120,339 ha, misma que esta distribuida en 23 estados de la Republica
Mexicana, donde sobresalen Jalisco, Guanajuato, Oaxaca, Nayarit y Michoacan con mayor
superficie sembrada (SIAP, 2016a).

Scyphophorus acupunctatus Gyllenhal (Coleoptera: Curculionidae), comunmente
conocido como el picudo del agave, se considera como la plaga méas importante que afecta a
las especies del género Agave, tanto a los cultivos destinados para la produccién de fibra y
bebidas (tequila, mezcal y pulque) como para la produccion ornamental. El principal dafio de
este insecto lo ocasiona el estado de larva, que junto a la infeccion bacteriana que transmite,
provoca el colapso y la muerte de las plantas (Riba et al., 2007). Las larvas de S. acupunctatus
tienen la particularidad de enterrarse en el meristemo apical de la roseta de agave para
alimentarse de los tejidos internos de la planta. Terminado su desarrollo, la larva excava hacia
las raices de la planta para formar su capullo y pupar (Smith et al., 2012). Esta especie fue
originalmente descrita en México, pero su distribucién incluye los cinco continentes (CABI,
2021). Segun Vaurie (1971), esta especie presenta variacion morfoldgica entre los individuos
de diferentes areas geograficas, lo que probablemente se deba a que se alimenta de distintas
especies de plantas. Jaramillo (2010) menciona que las variaciones morfoldgicas de los
organismos son atributos medibles que adquirieron las poblaciones en los diferentes entornos

ecologicos en respuesta a la interaccion con factores bioticos y abidticos, y la morfometria



geomeétrica es la ciencia que estudia a profundidad tales variaciones para generar patrones
distribucionales, evolutivos y filogenético. En este contexto, Sanaei et al. (2015) observaron
que el dimorfismo sexual y la morfologia de cinco poblaciones iranies del picudo de la alfalfa,
Hypera postica Gyllenhal (Coleoptera: Curculionidae), tuvieron importantes variaciones en la
forma del pronoto, élitros y rostro entre machos y hembras, asi como entre individuos de
diferentes poblaciones. De igual forma, Souza (2017) diferenci6 machos y hembras del
curculionido Cratosomus flavofasciatus Guerin, mediante mediciones de la Ultima seccion
tanto del abdomen como del torax.

Por otro lado, la medicion de la variabilidad de los organismos no sélo puede basarse con
rasgos morfoldgicos, sino también con estudios de biologia molecular (ejemplo; RAPDs,
isoenzimas, microsatélites, entre otros), donde medir la variabilidad genética puede
proporcionar un indicio de la identidad de las poblaciones. En los ultimos afios, la
implementacién de marcadores moleculares en estudios sobre la diversidad genética ha
aumentado considerablemente, especialmente por su elevada tasa de polimorfismo y las
reducidas cantidades de ADN que se requieren sin destruir especimenes (Gonzalez, 2003). Al
respecto, en un estudio realizado en el sur de Chile, Huala et al. (2018) revelaron que las
poblaciones de la especie Calvertius tuberosus (Fairmaire & Germain) (Coleoptera:
Curculionidae), el cual se alimenta de arboles de Araucaria araucana (Molina) K. Koch, con
distribucion en la zona andina y la zona costera del mismo pais, presentaron diferenciacion
genética entre ambas poblaciones, lo cual lo atribuyeron a la separacion geogréafica que tuvo
su hospedero a través del tiempo y que fueron afectados por los cambios ambientales a gran
escala. Asi mismo, Thangaraj et al. (2016) demostraron la utilidad de los marcadores de
microsatélites para caracterizar la estructura y diversidad genética de cuatro poblaciones del
gorgojo del arroz, Sitophilus oryzae L., en paises procedentes de Australia, China y Estados
Unidos de América. Estos mismos autores sugirieron que los microsatélites, junto con los
andlisis genéticos de poblacion, proporcionan un recurso valioso para la investigacion genética
de poblaciones y contribuyen a estrategias efectivas de manejo integrado de plagas. Sin duda,
ambas herramientas de estudio, la morfometria geométrica y los estudios moleculares, son
complementarias, puesto que miden caracteristicas diferentes. Por ello, el presente estudio tiene
la finalidad de evaluar la variacion morfologica y caracterizar la variacion genética de cinco

poblaciones distintas de S. acupunctatus.
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. ANTECEDENTES
2.1 Importancia del género Agave.
Las plantas del género Agave tienen raices ramificadas, una cuticula gruesa (segun la especie)
y hojas suculentas con estomas hundidos. En general, las especies que pertenecen a este género
mantienen el equilibrio ambiental y agroecoldgico en las zonas semidesérticas donde crecen
(Cuervo et al., 2019).

México es el pais con mayor diversidad de especies del género Agave, ya que cuenta con
alrededor de 159 especies de un total de 206 descritas a nivel mundial, de las cuales 119
especies se consideran endémicas (Garcia-Mendoza, 2011; Huerta-Alcocer et al., 2014). La
importancia de las especies del género Agave se remonta a la época prehispanica cuando los
pueblos indigenas del centro y norte del pais encontraron en esta planta una fuente de materia

prima para elaborar una gran cantidad de productos (Cuadro 1) (Garcia et al., 2010; Espinoza,

2015).
Cuadro 1. Usos mas importantes de las plantas de Agave.
uUsos PRODUCTO PARTE DE LA PLANTA
AGROPECUARIOS  Cerca Viva Planta completa
Prevencion de la erosion como formadorade  Planta completa
suelo Composta de hojas
Abono organico (fertilizante) Planta completa
Planta lider de ecosistemas Hojas, escapos florales, flores,
Forraje (bovino, caprino, porcino) parte de la inflorescencia,
bagazo.
INDUSTRIALES Industria quimica, farmacéutica, Hojas, raices, tallo y semilla

medicamentos y productos esteroides

(saponinas)

Produccidn de celulosa para papel

Produccion de etanol, celulosa y glucdésidos Hojas (pulpa y residuos de

Aguamiel, miel, atole de aguamiel, pulque, desfibramiento)
mezcal, tequila, sotol, bacanora, vinagre, Hojas (pulpa, residuos del
jarabe. desfibramiento, bagazo, jugos)

Materiales compuestos: resinas termoplésticas  Tallo (pifia)
o termdfilas + fibras

Residuos de fibra

Tomado de Garcia-Herrera et al. (2010).
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De las plantas del género Agave puede conseguirse una extensa variedad de usos y
productos, entre los que destaca la produccién de destilados y bebidas fermentadas. Por otra
parte, las plantas de agave también son usadas como plantas de ornato y para la extraccion de
aceites esenciales en perfumeria (ejemplo; Agave amica, anteriormente Polianthes tuberosa),
asi como en la industria textil para la fabricacion de fibra (Agave fourcroydes), biocombustible
(Agave americana) y otros subproductos como la fructosa (Agave tequilana) e inulina (Agave
sisalana) (Espinoza, 2015; Cuervo et al., 2019; IPNI, 2020), entre otros (Cuadro 1).

En los dltimos afios se ha determinado que la industria del tequila y mezcal constituye la
segunda actividad econdmica méas importante, especialmente porque el 18% del total de la
produccion de bebidas alcoholicas corresponde al tequila y al mezcal. Asi mismo, México es
el principal pais exportador de tequila a paises como Estados Unidos de América con 165
millones de L (mdL). Otros paises como, Alemania, Colombia, Espafia, Francia y Gran
Bretafia con importaciones de 2 a 4 mdL, recientemente se logré la entrada de esta bebida a
China (INEGI, 2019). Finalmente, a pesar de ser una de las actividades econémicas mas
importantes del pais, la industria del agave ha pasado por diversas crisis, vinculadas a su
escasez 0 abundancia (debido a que las plantas tardan entre 7 a 8 afios en madurar), lo que
deriva en la volatilidad de sus precios que genera incertidumbre entre los productores (Ruiz,
2018). Desafortunadamente, el desequilibro entre la oferta y la demanda de agave y sus
productos se acentta por la presencia de plagas y enfermedades (Ruiz, 2018).

2.3 Importancia de Scyphophorus acupunctatus.
El Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria (SENASICA) ha
reportado a S. acupunctatus como una plaga reglamentada por los dafios que provoca a los
cultivos de agave (polifagia), por ello cuenta con un programa oficial de control (CIPF, 2002).
Ademas de ser comunmente conocido como el “picudo del agave”, también se conoce como
“pinacate del maguey” o “torito de maguey” (Riba et al., 2007). Entre las plantas hospederas
registradas para esta especie de insecto se incluyen al Agave fourcroydes Lem (agave
henequenero), Agave salmiana Otto ex Salm-Dyck (maguey pulquero), Agave sisalana Perrine
ex Engelm (Sisal), Dracaena draco L. (drago de canaria), Furcraea cabuya Vent. (cabuya o
fique), A. amica (nardo), Yucca aloifolia L. (bayoneta espafiola), Yucca elephantipes Baker in
Regel (pata de elefante) y Yucca glauca Nutt (yuca de llanura) (Vaurie et al., 1971; Chamorro
etal., 2016).

Scyphophorus acupunctatus es un insecto que presenta metamorfosis completa, ya que pasa
por cuatro estados de vida durante su desarrollo (Figura 1). Los huevos eclosionan a los 5 dias,

son de forma ovoidal, de color blanco y son ovipositados en masas de hasta cuatro huevos. Las
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larvas son apodas, ligeramente encorvadas y del mismo color de los huevos. Las pupas
generalmente se les encuentran dentro de un cocén formado de la fibra de la planta hospedera,
son de color amarillo en las primeras horas y después se tornan café oscuro. En este estado de
vida los individuos presentan apendices libres (antenas, aparato bucal y patas). Finalmente, el
adulto es de cuerpo robusto, compacto y de color negro brillante (Siller-Jasso, 1985; Solis,
2001). El ciclo de vida de este insecto (Figura 1) dura entre 105 y 137 dias, dependiendo de la
especie de agave del que se alimente y de las condiciones climaticas. Esta plaga puede infestar
a las plantas en cualquier mes del afio, aunque es mas frecuente en la temporada de lluvias
(Siller-Jasso, 1985; Solis-Aguilar, 2001; Cuervo et al., 2019). Las hembras pueden
diferenciarse de los machos (dimorfismo sexual) por el Gltimo segmento abdominal, el cual es

mas corto y puntiagudo (Solis-Aguilar, 2001).

Figura 1. Ciclo de vida de S. acupunctatus. A. huevo; B. larva; C. pupa;
D. adulto. Tomado de SENASICA (2016).

2.4 Distribucion mundial y en México de S. acupunctatus.

Scyphophorus acupunctatus se encuentra distribuido a lo largo de los cinco continentes (Figura
2): Asia (Vaurie, 1971; EPPO, 2014); Africa (Servin et al., 2006; EPPO, 2014), América
(Halffter, 1956; Aquino et al., 2007; EPPO, 2014); Europa (Van Rossem et al., 1981; EPPO,
2014); Oceania (Vaurie, 1971; Molina, 2013; EPPO, 2014).
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Continentes:

Americano
Europeo
B Asidtico
Oceanico
® Africano

Figura 2. Distribucion mundial de S. acupunctatus.

En México se ha reportado la presencia de S. acupunctatus en los estados de Baja California
Sur, Durango, Guanajuato, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Michoacan, Morelos, Oaxaca, Puebla,
Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala, Veracruz y Yucatan

(Cuervo Parra et al., 2019; Naturalista, 2020).
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Figura 3. Distribucion de S. acupunctatus en México. Imagen adaptada de Cuervo-Parra et al.
(2019).

2.5 Descripcién de la morfometria geometrica.

El objetivo principal de la morfometria es estudiar como varian las formas y su relacion con
otras variables de medicién, mismas que permiten la descripcion cuantitativa de los
organismos. Un primer método denominado "tradicional™ o “clasico” mide distancias lineales
(como longitud, ancho y altura), aunque la limitante de este método es que las mediciones de
distancia lineal generalmente estan altamente correlacionadas con el tamafio; por ello, se
dificulta el anélisis de la forma (Gelsvartas, 2007). La morfometria geométrica es otra
herramienta que se usa con estadisticas multivariadas, la cual describen patrones de variacion
de forma dentro y entre grupos. Con esta metodologia, la forma se define matematicamente
como “todas las caracteristicas geométricas de un objeto, excepto su tamafio, posicion y
orientacion” (Gelsvartas, 2007). Con esta técnica, se pueden capturar contornos o hitos,
también conocidos como landmarks, los cuales son puntos de referencias que utiliza un
conjunto de puntos especificos para describir la forma (Figura 4) (Ibacache et al., 2010). Un
landmark es un punto bidimensional o tridimensional descrito por un conjunto de reglas bien
definidas. Cada landmark también debe estar presente en cada organismo estudiado, donde el
numero de puntos de referencia seleccionados no debe exceder el nUmero de muestras porque
los puntos de referencia adicionales seran redundantes. Mediante el uso de la morfometria
geomeétrica se pueden determinar las relaciones entre los puntos anatdmicos de un organismo,
identificar patrones de asimetria y generar hipotesis sobre la estabilidad del desarrollo del
grupo de estudio (Gelsvartas, 2007; Benitez, 2016).

Figura 4. Un conjunto de landmarks (circulos blancos) usados en alas de Drosophila
melanogaster. Tomado de Klingenberg (2013).
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2.6 Estudios con morfometria geométrica.

En insectos hay varios casos de estudio que pueden citarse como modelo del uso de la
morfometria geométrica. Por ejemplo, en Iran, Sanaei et al. (2015) encontraron diferencias de
forma tanto entre machos y hembras de H. postica de una misma poblacién como entre
individuos del mismo sexo de poblaciones diferentes. De manera similar, en Brasil, Souza
(2017) verifico también las diferencias en forma y tamafio de las hembras y machos de
Cratosomus flavofasciatus. Por su parte, Garcia-Roman et al. (2019) determinaron las
diferencias entre individuos de Dendroctonus approximatus Dietz y D. parallelocollis Chapuis
(Curculionidae: Scolytinae) recolectados de México, Guatemala y Honduras. Finalmente, Riad
y Mahmoud (2020) compararon las mediciones morfométricas de poblaciones diferentes de

Pimilia nilotica (Coleoptera: Tenebrionidae) en Egipto.

2.7 Marcadores moleculares: microsatélites.

La informacidn a nivel genético ayuda a encontrar diferencias de secuencia de nucleétidos que
se pueden usar para estudiar las relaciones evolutivas entre especies. Durante la evolucién, el
material genético acumula mutaciones que potencialmente resultan en cambios fenotipicos
(Woese y Fox, 1977; Olsen y Woese, 1993).

Los loci son posiciones que ocupan los genes a lo largo de un cromosoma que pueden
ser analizados mediante técnicas moleculares. Los microsatélites también conocidos como
repeticiones de secuencia simple (SSR), polimorfismos de longitud de secuencia simple
(SSLP) o repeticiones en tdndem cortas (STR), son secuencias medulares de pares de bases
repetidas en tandem (secuencia de dos 0 mas pares de bases de ADN) y que presentan un
elevado grado de polimorfismo en funcién del nimero de repeticiones (Rios et al., 2009). El
alto grado de polimorfismo y la amplia distribucién de microsatélites permiten la deteccion de
bajos niveles de diferenciacion. Los microsatélites han sido ampliamente utilizados en estudios
de migracién y estructura genética de poblaciones de insectos, aspectos demograficos y de
conservacion (Gutiérrez, 2013).

De manera general, la técnica se basa en que el nimero de repeticiones varia
ampliamente entre los diferentes individuos. Esta variacion del nimero de repeticiones crea
diferentes alelos. Estos presentan una alta tasa de mutacion, caracteristica que los hace muy
polimorficos. Para la deteccion de estas secuencias repetidas se utiliza laamplificacion de ADN
mediante la PCR a partir de muestras bioldgicas de cualquier tipo. Se selecciona o sintetiza un
primer que se sabe flanquea las regiones microsatélite, obteniendo Unicamente estas secuencias
medulares. Asi mismo, una vez obtenido el producto de la reaccion de cadena de la polimerasa

(PCR), los fragmentos se analizan mediante electroforesis. Existen dos opciones para la
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identificacion de los amplicones: la tincidn de plata y la fluorescencia (Gutiérrez, 2013). En un
microsatélite que esté flanqueado por primers de PCR fluorescentes, la amplificacion dard un
par de productos alélicos fluorescentes que variaran en tamario segun su longitud de repeticion
(Figura 5) (Al-Samarai, 2015).

Figura 5. Cinco alelos con microsatélites de longitud de repeticion diferente. Tomado de Al-
Samarai (2015).

2.8 Gen citocromo oxidasa subunidad I (COl).

El ADN mitocondrial es facil de aislar por su elevada abundancia en las células. A pesar de
presentar altas tasas de mutacion en distintas partes de su estructura puede mantener regiones
altamente conservadas seguidas de regiones altamente variables, mismas que son Utiles para
estudiar la diferenciacion genética entre poblaciones de una misma especie y entre especies de

un mismo género (Lanteri, 2007; Pecniar y Buzan, 2013).

El marcador molecular basado en el gen COI (Figura 6), también considerado como
“codigo de barras de la vida”, es utilizado principalmente para la identificacion de insectos
debido a la tasa de mutacion del ADN mitocondrial, lo cual hace posible la distincién de
especies estrechamente relacionadas y el grado de conservacion de la secuencia entre
individuos del mismo género y especie (Harvey et al., 2003). Este “codigo de barras” del ADN
se ha implementado, por ejemplo en Canada, para describir especies nuevas de coledpteros
invasores (Bouchard et al., 2009). También se ha utilizado como modelo para examinar la
heterogeneidad interna de la tasa evolutiva y sus implicaciones para analisis evolutivos en
insectos como Chorthlppus parallelus (Zetterstedt) (Orthoptera: Acrididae) (Lunt et al., 1996).
De la misma manera, en estudios de diversidad genética en Rhynchophorus ferrugineus
(Olivier) (Coleoptera: Curculionidae) identificando a estos escarabajos de las palmeras que
invaden la cuenca del Mediterraneo y Oriente Medio y también para detectar puntos criticos
de poblacion (Sukirno et al., 2020).
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Célula Animal

ADN Mitocondrial

Mitocondria

Figura 6. Esquema del codigo de barras de ADN estandar para animales, fragmento del
gen de la subunidad I (COI) del citocromo c oxidasa en el genoma mitocondrial. Tomado
de (Centre for Biodiversity Genomics, 2021).

2.9 Estudios con marcadores moleculares en coledpteros de la familia
Curculionidae.

Las herramientas moleculares han sido ampliamente utilizadas para la entomologia. Por
ejemplo, Lesieur et al. (2016) caracterizd por primera vez con microsatélites a Ceutorhynchus
assimilis Paykull, para que estos estuvieran disponibles para estudios genéticos de poblaciones
a gran escala. Thangaraj et al. (2016) evaluaron la estructura y variacion genética de cuatro
poblaciones de S. oryzae en Nueva Gales del Sur, Queensland y Santai (Australia). Los autores
observaron que las cuatro poblaciones formaron cuatro grupos distintos, lo cual permiti6
visualizar futuras perspectivas de estrategias de manejo de la plaga. Husseneder et al. (2017)
encontraron en el escarabajo ambrosia granulado, Xylosandrus crassiusculus Motschulsky
(Coleoptera: Curculionidae: Scolytinae), especie plaga invasora de viveros ornamentales, que
de tres poblaciones estudiadas dos de ellas pertenecian a la misma poblacion, mientras que la
tercera mostro ser genéticamente distinta. Ademas, los autores encontraron un nivel de

endogamia muy alta en la poblacion.

Chamorro et al. (2016) utilizaron el gen COI para confirmar la identidad de larvas de S.
acupunctatus encontradas por primera vez en St. Croix, Islas Virgenes, Estados Unidos de
América, la cual amenazaba a la especie endémica de la region Agave eggersiana Tre. Los

mismos autores mencionan que el andlisis filogenético que hicieron con este gen les permitid
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plantear un patron de estructura filogeografica, donde los especimenes se agruparon por
ubicacion espacial, sugiriendo la presencia de especies aisladas de las demés poblaciones.

I11.  JUSTIFICACION
Existe poca informacién referente a la variacion morfoldgica y genética entre poblaciones
distintas de S. acupunctatus, una plaga importante que reduce la produccion hasta 40% de los
agaves tequilero, mezcalero y pulguero. EI conocimiento sobre estos aspectos en esta plaga a
través del uso de técnicas morfométricas y moleculares es importante para identificar biotipos
de la misma especie en diferentes hospederos y zonas geogréaficas. Este conocimiento, también
ayudaria a corroborar si las actividades implementadas para el control de esta plaga podrian ser
las mismas en cualquier parte del pais, lo que seria fundamental para producir mejoras en la

tecnologia de produccion de las distintas especies del Agave mencionadas anteriormente.

IV. HIPOTESIS

La distribucion geografica y los diferentes hospederos de S. acupunctatus determinan su
variabilidad morfolégica y genética.

V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General.
Determinar la variacion morfologica y genética de diferentes poblaciones del picudo del agave,

S. acupunctatus.

5.2 Objetivos Especifico.
1) Determinar la variacion morfoldgica de cinco poblaciones de S. acupunctatus a través de

morfometria clasica y geométrica.
2) Analizar la variacion genética intra e inter poblacional de S. acupunctatus mediante el uso

de marcadores moleculares: gen COl y microsatélites.

V1. MATERIALES Y METODOS
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6.1 Recoleccion del material bioldgico.

Los adultos de S. acupunctatus se recolectaron de diferentes plantas hospederas del género
Agave con sintomas de dafios en los lugares sefialados en el Cuadro 2. La recolecta de adultos
se realiz6 con pinzas entomoldgicas para no causarles dafos en el cuerpo y posteriormente, los
individuos se colocaron en frascos de vidrio que contenia alcohol etilico al 70%. Estos frascos
se cerraron herméticamente y se etiquetaron con sus respectivos datos de colecta. Los frascos
de vidrio con los insectos se transportaron al Laboratorio de Entomologia Agricola (LEA) del
Instituto de Investigaciones Agropecuarias y Forestales, UMSN (IIAF-UMSNH) en una hielera
de unicel que contenia bolsas de gel congeladas. Todos los especimenes se identificaron con
las claves de Romo y Morrone (2012) y se mantuvieron en el congelador a -10 °C del LEA del
IHAF-UMSNH.

Cuadro 2. Plantas hospederas y ubicacion de los sitios de recolecta de S. acupunctatus.

Poblacion Hospedero Edad del Localizacién Altitud No.
hospedero geogréfica (m) Individuos
(afos)
Etlcuaro, 19°24° 50.4” N, 101°
T Agave cupreata 6 127 59.9” O 1,632 20
Acuitzio del o s 1o .
Canje, Agave inaequidens 15-20 19 2291,1219,,1\16 101 2,342 32
Michoacan.
Tarimbaro, . 19°46° 18.12” N, 101°
Michoacan. Agave salmiana 5 2’ 30.847 O 1,861 45
Registrillo, . 24° 00’ 28.7” N, 104°
Durango. Agave durangensis 7 23°13.3” O 1,906 54
San Juan 23R 16° 98’ 80” N, 96° 54°
Guelavia, Oaxaca. Agave angustifolia 5 69" O 1,657 60

6.2 Analisis de la variacion morfoldgica de S. acupunctatus.

Morfometria clasica. Este andlisis considerd la medicion de 100 adultos (10 hembras y 10
machos de cada poblacion) de cinco poblaciones de S. acupunctatus. Las mediciones (en mm)
se realizaron de 34 partes del cuerpo con la ayuda de un micrémetro instalado en el ocular de
un microscopio estereoscopico Carl Zeizz modelo STEMI12000-C. Se midieron las siguientes
partes del cuerpo: 1) altura del ojo, 2) amplitud del ojo, 3) longitud del escapo de la antena, 4)
longitud del funiculo de la antena, 5) longitud de la clava de la antena, 6) longitud del pedicelo
de laantena, 7) longitud del tltimo segmento del funiculo, 8) longitud del rostro en vista dorsal,
9) amplitud de la base del rostro, 10) longitud del cuerpo en vista lateral (de la cabeza hasta el
altimo segmento del abdomen), 11) longitud del escutelo, 12) amplitud del escutelo, 13)
separacion de las coxas medias, 14) longitud del mesepimeron, 15) amplitud del mesepimerén,

16) longitud del mesepisterno, 17) amplitud del mesepisterno, 18) longitud del metepisterno,
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19) amplitud del metepisterno, 20) longitud del pronoto, 21) amplitud del pronoto, 22) longitud
del élitro, 23) amplitud mé&xima del élitro, 24) amplitud de la base del élitro, 25) amplitud del
apice del élitro, 26) longitud de la tibia anterior, 27) longitud de la tibia posterior, 28) longitud
del fémur anterior, 29) longitud del fémur posterior, 30) longitud de los cinco tarsémeros de la
pata anterior, 31) longitud del 5to. tarsomero de la pata anterior, 32) longitud de los cinco
tarsomeros de la pata posterior, 33) longitud del 5to. tarsomero de la pata posterior, y 34) altura
del térax vista lateral. Las estructuras o partes del cuerpo a medir se eligieron con base en la
descripcion morfologica de S. acupunctatus realizada por Vaurie (1971), considerando
principalmente aquellas estructuras con mayor variabilidad en sus tamafos. Adicionalmente,
se consideraron algunas estructuras mencionadas en el estudio de Huala et al. (2018), quienes
trabajaron con C. tuberosus (Figura 7).

g

AT
A u % B
w [ A\

f = I | /,’f’ Pata Anterior
I 4 W =7 13
' Cabeza ‘»-&‘nuna N
l | ARC P
i AN,
! ) \ —— e

/ X T — N
| pronotal oL h K. // 16 '[‘*15 C) \‘\\ S
: 1 £ . A\~ ,A'V‘MT\ NN
| scuteio 3 N\ s —
L P, S IEANA LSRR

4. S ~y N g,l—- AN W S /=)
R — - - — \ N\
| \ X
\ \ N

U | 7 \ Pata media / ‘a,/ \\\_ \ \\5\ N
| \ 17 + \ ?R\ ~ N
| \ v W N\ \ s
[ 6 N 4 ] ‘)
| heig— . n—7
[ < rB_ "
; | - b~ > et

Figura 7. Caracteres elegidos para medicion de morfometria clasica. A) 1- Longitud del
pronoto, 2-Amplitud del pronoto, 3- Amplitud de la base del rostro 4- Longitud del rostro,
5- Longitud de los élitros, 6- Amplitud de los élitros, 7- Amplitud de la base de los élitros,
8- Amplitud del apice los élitros, 9- Longitud del cuerpo, 10- Longitud del escapo, 11-
Longitud del pedicelo y flagelo de la antena, 12- Longitud y amplitud del escutelo, 13.-
Longitud de la clava de la antena. B) 14,15- Altura y amplitud de los ojos, respectivamente,
16- Altura del térax, 17,18-Longitud y amplitud del mesepimeron, 19,20- Longitud y
amplitud del mesepisterno, 21- Longitud del fémur, 22- Longitud de la tibia, 23- Longitud
de los 5 tarsomeros y longitud del 5to tarsémero. Tomado y modificado de Huala et al.
(2018).

Morfometria geométrica. Para este analisis se tomaron imagenes digitales de 10 machos y 10
hembras de S. acupunctatus de cada poblacién con una camara Canon EOS Réflex y se
marcaron coordenadas morfométricas o landmarks con el programa TPSDIG2 sobre cada
imagen, mismas que permitieron observar las variaciones en la forma y tamafio (en mm) de los

especimenes. Se tomaron iméagenes del cuerpo en vista lateral y del pronoto en vista dorsal, asi
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como de la genitalia del macho, la cual se extrajo de la forma como se describe mas abajo. Las
imagenes se orientaron siempre de la misma manera y con la misma escala de graduacion de
aumento del microscopio estereoscopico. Por ejemplo, para las imagenes del cuerpo y del
pronoto, cada espécimen se coloco con la cabeza orientada hacia la izquierda (Lara de la Cruz,
2011; De la Mora et al., 2018), y en el caso de las genitalia del macho, el terguito VIl y el
I6bulo medio (Clark, 1977) se orientaron hacia abajo. En cada individuo, se colocaron 52
(Figura 8), 65 (Figura 9), 16 (Figura 10a) y 26 landmarks (Figura 10b) en vista lateral del

cuerpo, en el pronoto, en el terguito VI y en el I6bulo medio, respectivamente.
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Figura 8. Posicionamiento de 52 landmarks (circulos azules) en vista lateral de S.
acupunctatus.

Figura 9. Posicionamiento de 65 landmarks (circulos azules) en el pronoto de S.
acupunctatus.
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Figura 10. Genitalia de macho de S. acupunctatus a) conjunto de 16 landmarks
posicionados en el contorno apical del VIII terguito (VIIIt) y en vértice de unién de los
musculos genitales (Landmark nimero 1), b) conjunto de 26 landmarks posicionados en el
contorno del I6bulo medio (Im).

Extraccion de genitalia. La extraccion de la genitalia se realiz6 en 10 machos de cada poblacion
estudiada de S. acupunctatus, a través de la técnica de Hanley (2003) con algunas
modificaciones. Para ello, cada macho se coloco en pequefios crisoles de porcelana con 10 ml
de alcohol etilico al 70% hasta punto de ebullicion durante 15-20 minutos. Posteriormente, se
removio la genitalia de cada macho con ayuda de unas pinzas entomolégicas. Los musculos,
fibras y grasas residuales contenidas en la genitalia se reblandecieron con una solucion de
hidroxido de potasio (KOH) al 10% durante 15 minutos a 65 °C. Después, se lavo con agua
destilada para eliminar los residuos de KOH vy las fibras y masculos se removieron con ayuda
de un pincel de cerdas finas. Finalmente, la genitalia se almacend en viales con alcohol al 100%
hasta su uso. Para el analisis, se tomaron fotografias del 16bulo medio y del VIII terguito de la

genitalia (Figura 10).

6.3 Andlisis de datos morfométricos.

Las matrices de datos generadas para cada poblacién en la morfometria clasica se organizaron
por sexo, tomando en cuenta los caracteres sexuales primarios de S. acupunctatus. Se generaron
matrices para cada poblacion, para solo hembras o solo machos de las cinco poblaciones, y en
conjunto, en este caso denominada hembras-machos. En todas las matrices de datos se realizo
un analisis de correlacién multiple y un analisis cluster (AC) para buscar datos redundantes
(correlacion >80%) y atipicos. Posteriormente, los datos se sometieron a un analisis de
componentes principales (ACP) para detectar en las variables medidas a los principales
caracteres informativos que agruparian a los individuos de S. acupunctatus por poblacion o
sexo (dimorfismo sexual). Finalmente, con estas variables se realizo otro AC para cada matriz

de datos usando distancias euclidianas (aquellas que indican disimilaridad cuando el espacio
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vectorial es de igual dimension o inferior a la dimension del espacio de las variables en el que
se puede representar a los individuos por puntos y su distancia euclidea ordinaria coincide con
la distancia utilizada). Estos analisis se realizaron con el programa PAST version 3.01.

Para los datos de la morfometria geométrica; primeramente, se eliminaron las
diferencias producidas por las superposiciones parciales de los especimenes debido a la escala,
orientacion y ubicacién de las configuraciones de landmarks. Este procedimiento se realizd
con el criterio de distancia minima de Procrustes en el programa MorphoJ (Klingenberg, 2011).
Posteriormente, las coordenadas obtenidas se transformaron en puntuaciones de deformacién
para generar una matriz de datos que se utilizo para llevar a cabo el ACP, el cual se analizo6
mediante la variacion de forma entre los morfotipos. Para maximizar las diferencias
individuales segun la poblacion, se realizé un analisis discriminante a través de un analisis de
variacion canonica (AVC) entre poblaciones y sexo de S. acupunctatus. También se realizaron
Procrustes ANOVAs para la vista lateral del cuerpo y la vista dorsal del pronoto con la finalidad
de encontrar diferencias significativas entre poblaciones y por sexo de S. acupunctatus (similar
a Vergara et al., 2014). De igual manera, se realizaron Procrustes ANOVAs para el terguito
VIl y lobulo medio de la genitalia del macho con el proposito de encontrar diferencias
significativas entre poblaciones. Dichos andlisis se realizaron con el programa Morphol
(Klingenberg, 2011).

Finalmente, con el prop6sito de detectar a los caracteres informativos (eficaces), que
separarian solo hembras, solo machos y hembras-machos de las cinco poblaciones de S.
acupunctatus, en los 34 caracteres medidos del analisis de morfometria clasica, cada caracter
morfométrico se sometid a un analisis de varianza, y la separacion de medias se realizé con la

prueba de Tukey. Todos estos anlisis se realizaron con el programa PAST version 3.01.

6.4 Variacion genética intra e inter poblacional mediante el uso de marcadores

moleculares.

6.4.1 Extraccién del material genético de S. acupunctatus.
La extraccion del ADN se realizd a partir de 15 adultos (sin sexar) de cada poblacién estudiada.
La estandarizacion del protocolo de extraccion del ADN de S. acupunctatus se llevo a cabo
implementando un protocolo de extraccion para insectos modificado de Fitzsimmons et al.
(1997) considerando el peso de la muestra, la cual consistio en la remocion de las seis patas
(seleccionadas para evitar el contenido del aparato digestivo y el dafio del espécimen) de cada
uno de los individuos. A esta muestra se afiadio un buffer de lisis (Cuadro 3) y proteinasa K
(PK) (20mg/ml). También se empleé acetato de potasio (CH3CO2K) 5M vy tiempos de
incubacion en frio. Se sustituy6 el uso de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1) por
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cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Finalmente, se dejo secar por completo la pastilla

obtenida que contiene el ADN de la muestra, se agregé agua grado molecular para

resuspenderla y se dejé hidratar por 8 h para después revisar en un gel de agarosa al 1.5%.

Cuadro 3. Protocolo de extraccion de ADN en insectos.

Pasos estandarizados para extraccion de ADN de S. acupunctatus

Pesado de especimenes 100 mg
Parte del Insecto Patas
Volumen de PK (20mg/ml) 20 pl

Buffer de lisis

Tris 10 mM pH 7.5-8, EDTA
1mM pH 7.5-8, NaCl 10mM,

SDS 1%
Temperatura de incubacion 55°C
Tiempo de incubacion con PK 20 min
Precipitacion de proteinas CH3CO2K
Incubacion en frio 10 min a-20°C
Solvente organico Cloroformo isoamilico

Incubacion en frio con isopropanol 15 mina-20°C
Reposo la pastilla disuelta en agua Toda la noche

6.4.2 Cuantificacion del ADN genomico.
Las extracciones de ADN se examinaron mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% con

un amortiguador de corrida TAE 1X. Por cada 50 mL de agarosa se agregd 1 pL de GelRed®
Nucleic Acid Stain 10 000X (Biotium, Estados Unidos de América). Después de la
electroforesis, los geles se visualizaron y capturaron en un sistema de fotodocumentacion
BioDoc-It®? Imaging System (UVP, An Analytik Jena Company, Cambridge). La
concentracion y calidad del ADN se midié por espectrofotometria utilizando el NanoDrop
2000c® (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, Estados Unidos de Ameérica).

6.5 Marcador molecular: microsatélites.

Para seleccionar los microsatélites utilizados en el estudio se hizo una revisién bibliografica
tomando en cuenta solo literatura reciente y en donde se reportaran microsatélites disefiados
para especies cercanas (Cuadro 4). Una vez seleccionados los microsatélites se mandaron
sintetizar 8 pares de primers los cuales fueron reportados por Husseneder y colaboradores en
el 2017, en donde reportan una lista de microsatélites utilizados en individuos de la familia

Curculionidae (Coleoptera). Estos microsatélites se seleccionaron bajo los siguientes criterios;
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1) mostrar variacion en el estudio donde se reportaron (Husseneder et al., 2017); 2) presentar
diferencia en el tamafio del producto amplificado.

Una vez que fueron sintetizados se realizé una amplificacion de los 8 loci de microsatélites
en un gradiente de temperatura que iba de 40 °C a 60°C y se verifico la amplificacion del
producto mediante geles de agarosa al 1.5% tefiidos con SyBr Safe, visualizdndolos en un
fotodocumentador ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad®). En ese mismo gel se utilizé un marcador de
peso molecular de 1Kb conveniente para referenciar el tamafio de los fragmentos amplificados
y se seleccionaron aquellas temperaturas en donde se observo una sola banda cercana al tamafio
reportado por Husseneder y colaboradores. Posteriormente se mandaron sintetizar los
oligonucléicos “Forwad" junto con un fluoréforo (6-FAM) para poderlos leer en un
secuenciador mediante un electroferograma (Lara de la Cruz et al., 2011; Ramos-Ortiz et al.,
2016).

6.5.1 Gradientes de temperatura para estandarizar la temperatura de amplificaciones
de los microsatélites marcados con fluoréforo.
Para estandarizar la temperatura de amplificacion de los microsatélites ya marcados se llevé a

cabo una reaccion de PCR en gradiente de 40 a 60°C usando todos los juegos de primers, y se
determind la temperatura Optima en donde se observé una sola banda cercana al tamafio
reportado. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes: la fase de activacion de la
polimerasa se llevo a 94°C por 15 minutos, la fase de desnaturalizacion a 95 °C por 30segundos,
el alineamiento se realiz6 en gradiente de 40° a 60°C y se seleccionaron las siguientes
temperaturas que representaban este gradiente (40, 41, 43, 46, 53, 56 y 59 °C la fase de
polimerizacion fue a 72°C por 30 segundo y esto se llevo a cabo por 35 ciclos, posteriormente

se realizOo una fase de extension final a 72°C por 3 min. (Cuadro 4).
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Cuadro 4. Primers utilizados para amplificar los microsatélites elegidos en base al trabajo
de Husseneder et al. (2017).

Locus  Repeticién Secuencia de los primers Tamafiodel Ta  Tamafio del
producto (pb) alelo (pb)

CRO7 ATT F-GCCCAATAACCCCCAGTAAT 157 55 173 - 176
R-CAGGAAGATGCGTGTGTTTG

CRO09 AGG F-GCGTGTGGACAAACGATCCC 148 53 159 - 165
R-GCTGCATACGAAGCATTTGA

CR15 ACT F-AAATTAAAGTGGTAGGTA 180 53 181 -190
R-GCTTTGTCAATCCGACCTTT

CR16 ACG F-GCTAACCGGAAACGTAACGA 195 55 201 -210
R-TTCGCTGCTGCTGTTGTTAC

CR17 GAT F-GCTTCCCGTAGAGCAATGAC 251 55 262 — 265
R-CCAAAGGCTCCACTTCAATC

CR29 ACC F-TAATGAAACTGCCCCACCAT 240 55 256 — 259
R-ACGGTCGGATTCCTTATTCC

CR37 ATT F-CCCCATTATACTACTGACAA 175 53 190 - 199
R-AGGAAAAGTTGCCCAAAGGT

CR39 CGT F-AAAGGATATTCGCCCGATTT 177 49 189 - 210

R-TGATTTTTGACGCGATTTGA

pb= pares de bases; TA= temperatura de alineamiento.

6.6 Amplificaciéon del gen citocromo oxidasa (COl).

Se llevd a cabo una PCR en gradiente de 40 a 60°C para determinar la temperatura de
alineamiento especifica de los primers para invertebrados disefiados con base en los estudios
de Folmer et al. (1994) (Cuadro 5). EI PCR se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones;
para la activacion de la polimerasa se llevé un ciclo de 95 °C durante 3 minutos, seguido de 33
ciclos; 1) desnaturalizacién a 95°C durante 1 minuto, 2) alineamiento entre 40° y 60° durante
45 segundos; polimerizacion del fragmento a 72° C durante 45 segundos; seguido de una
extension final a 72° C durante 5 minutos. Estas amplificaciones se visualizaron en un gel de
agarosa al 1.5% y se visualizaron en fotodocumentador. Se determind que la temperatura
Optima de alineamiento era a 53°C y posteriormente se amplificaron: 15 individuos de
Etlcuaro, Michoacan., 16 de Registrillo, Durango., 15 de San Juan Guelavia, Oaxaca, 6 de
Tarimbaro, Michoacan, y 3 de Acuitzio del Canje, Michoacéan (sin sexar). Las amplificaciones
se visualizaron en geles de agarosa al 1.5%. Los productos de PCR amplificados se purificaron
en columnas con Sephadex® G-25 ADN. Finalmente, las muestras se almacenaron a -20 °C

hasta su secuenciacion.
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Se llevé a cabo una PCR gradiente para determinar la temperatura de alineamiento ideal de
los primers especificos para invertebrados disefiados con base en los estudios de Folmer et al.
(1994) (Cuadro 5).

Cuadro 5. Secuencias de los primers utilizados para la amplificacion del gen COI, de
acuerdo con Folmer et al. (1994).

Orientacion y Secuencia de los primers Tamafio de fragmento
nombre del primer esperado (pb)
Forward LCO
5'GGTCAACAAATCATAAGATATTGG3’ 658
Primer de inicio
Reverse HCO
5TAAACTTCAGGCTGACCAAAAAATAZ 658

Primer de término

pb= pares de bases

6.6.1 Secuenciacion y analisis de productos de la PCR.
Los productos de PCR amplificados se secuenciaron en el equipo “Genetic Analizer 3500 del

Laboratorio de Ecologia Molecular de la Escuela Nacional de Estudios Superiores, UNAM,
campus Morelia con asesoria del Dr. JesUs Llanderal Mendoza. Todas las amplificaciones se
secuenciaron en ambas direcciones por el método de Sanger y Coulson (1975). Se obtuvieron
55 secuencias de las cinco poblaciones de S. acupunctatus: 15 de Etdcuaro, Michoacan, 16 de
Registrillo, Durango, 15 de San Juan Guelavia, Oaxaca, 6 de Tarimbaro, Michoacén, y 3 de
Acuitzio del Canje, Michoacan. Se revisaron mediante un electroferograma, se ensamblaron y
editaron en el programa MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 11.0.11)
(Tamura et al., 2015). Este programa permite realizar analisis filogenéticos, elaborar arboles
por medio de homologias entre secuencias, estimar tasas de evolucion molecular y proveer
hipétesis evolutivas. Ademas, brinda informacion importante sobre las secuencias introducidas

para el andlisis (Kumar et al., 2018).

Con ayuda del programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnolégica (NCBI, por sus siglas en inglés) se llevo a cabo
la comparacion de las secuencias. Las similitudes entre secuencias bioldgicas se exploraron en
la base de datos del GenBank. Posteriormente, se construyé un arbol de distancias tipo
UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) con el cual se estima la historia
evolutiva (Sneath y Sokal, 1973), ademéas del método de soporte Boostrap, el cual es una
medida que proporcionan fiabilidad y robustez al arbol resuelto; este proceso se repite varias
veces, siendo lo mas comun repetirlo 1000 veces. Al final arroja el porcentaje de veces en que
cada nodo del arbol se presento en las matrices remuestreadas. Si una rama presenta mas del

50% quiere decir que ésta es fiable (Soltis y Soltis, 2003). Enseguida, se selecciono una
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secuencia conocida como referencia 1) picudo del agave (S. acupunctatus KU896926.1) y
como grupo externo 2) picudo de la yuca (S. yuccae AY131110.1) disponibles en la base de
datos del GenBank. El criterio de seleccion de las secuencias se llevé a cabo con base al gen
COl. Finalmente, estas secuencias se sometieron a un alineamiento donde se agruparon dentro
de S. acupunctatus con base al porcentaje de identidad. Una vez alineadas las secuencias se
Ilevo a cabo un andlisis de polimorfismo del ADN y divergencia entre poblaciones utilizando

el programa DNA Sequence Polymorphism version 6.12.03.
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VIlI. RESULTADOS

7.1 Analisis de la variacién morfologica de las poblaciones de S. acupunctatus.

7.1.1 Morfometria clésica.
Los promedios de la medicion de cada caracter morfoldgico para cada sexo y localidad de

las poblaciones de S. acupunctatus se concentraron en el Cuadro 6. El AC de la matriz de datos
de los 34 caracteres medidos para cada poblacion reveld que no existe agrupacion por sexo en
ninguna de las poblaciones estudiadas (Figura 11). Asi mismo, los diagramas de dispersion
realizados con los 34 caracteres de solo machos, solo hembras y la de ambos sexos de las cinco
poblaciones confirman que no existe agrupacion por sexo (Figura 12).

Cuadro 6. Promedio (mm * EE, error estandar) de mediciones de 34 caracteres morfométricos
en individuos de ambos sexos de cinco poblaciones de S. acupunctatus.

Etdcuaro (E) Registrillo (D) San Juan Guelavia (O) Tarimbaro (T) Acuitzio del Canje (A)
H M H M H M H M H M

1 1.3+0.13 1.1+0.05 1.42 +0.04 1.26 +0.03 1.26 +0.03 1.21+0.03 1.33+0.03 1.24 +0.04 1.26 £ 0.06 1.22+0.02
2 0.47 £0.01 0.47 £0.02 0.49 +0.02 0.49+0.01 0.47 £0.01 0.49 £ 0.02 0.51+0.01 0.5+0.009 0.44+£0.01 0.48 £0.01
3 1.48 £0.04 1.55+0.05 1.57 £ 0.06 1.55+0.04 1.49+£0.02 1.56 £ 0.04 1.53+0.02 142 +0.14 1.39 +£0.05 1.64 £ 0.05
4 1.41+0.03 1.43+0.05 1.43+0.05 1.4 +0.09 1.39+0.07 1.45+0.05 1.42+0.04 1.41+0.05 1.23+0.04 1.48 £0.03
5 0.53 +0.02 0.55+0.01 0.57 £ 0.02 0.55+0.01 0.54 £0.01 0.56 + 0.01 0.58 £ 0.01 0.61+0.01 0.53+0.01 0.57£0.01
6 0.37 £0.02 0.37£0.01 0.36 +0.01 0.39+0.01 033+ 0.35+0.02 0.36 £ 0.01 0.34+0.01 0.31+0.01 0.36 £ 0.02
7 0.18 + 0.18 £0.01 0.20+0.01 0.19 (())logei 0.17 0.17+0.01 0.17 0.16 +0.01 0.18 +0.01
0.009 0.009 0.008 0.009 0.006
8 0.37 £0.02 0.28 £0.03 0.60 +0.02 0.39+0.02 0.44+0.3 0.46 +0.02 0.72 £ 0.05 0.57 +0.04 0.59 +0.03 0.47 £0.02
9 1.09 £0.02 1.17 £ 0.04 1.24 £0.03 1.25+0.04 1.08 £0.01 1.17+£0.03 1.11+0.02 1.14+0.03 1+0.03 1.19+0.02
10 14.65 = 1512 16.10 £ 15.35 14.83 + 14.81 = 153+0.3 1452 + 14.08 = 15.22 +
0.42 0.48 0.57 0.45 0.27 0.37 0.23 0.52 0.29

11 0.56 +0.03 0.65 +0.02 0.62 +0.02 0.61 +0.02 0.59 +0.02 0.63 +£0.02 0.66 + 0.02 0.67 +£0.02 0.59 +0.02 0.68 + 0.02
12 0.34+0.01 0.42 £0.03 0.4+0.01 0.35+0.01 0.35+0.01 0.38+0.01 0.37+0 0.39+0.01 0.35+0.01 0.35+0.01
13 0.96 + 0.06 0.95+0.05 0.91+0.03 0.89 +£0.02 1+0.02 0.97 £0.03 1.02 +£0.02 0.97 £0.03 0.93+0.03 1.06 +0.02
14 1.45+0.06 1.49 +0.06 1.55+0.08 1.58 £ 0.05 1.47+0.01 1.46 +£0.03 1.56 + 0.03 1.53+0.04 1.37 £0.05 1.5+0.02
15 0.74 +0.02 0.74 +£0.03 0.90 +£0.04 0.85+0.04 0.81+0.02 0.76 £ 0.02 0.87 +0.04 0.78 £0.03 0.71 +£0.02 0.76 £ 0.03
16 0.84 +0.06 0.84 £ 0.06 1.03 +£0.05 0.97 +0.03 0.93+0.02 0.93+0.04 0.9+0.03 0.89 +0.02 0.85+0.03 0.89 +0.02
17 0.43 +0.02 0.45 +0.07 0.44 +0.01 0.41+0.01 0.43+0.01 0.38+£0.01 0.47 +0.02 0.47 +£0.02 0.42+0.01 0.44+0.01
18 3.41+0.12 3.74+0.19 3.70+0.14 3.63+0.12 3.47 £0.07 3.49+0.12 3.59 +0.08 3.49+0.08 3.19+0.13 3.39+0.04
19 0.88 +0.04 0.97 £0.04 1.01 £0.04 0.98 +0.02 0.96 +0.01 0.95+0.02 1.19+0.02 1.07£0.03 1.06 +0.04 1.07 £0.02
20 5.79+0.15 6.18 £ 0.24 6.14 +0.24 6.2+0.23 5.7 +0.09 6.01+0.17 5.88 +0.13 6.17 £0.18 5.4+0.23 6.48 +0.18
21 4.87+0.15 5.29+0.25 5.18 £0.19 5.27+0.19 4.86 +0.05 5.14+0.16 5.07+0.13 5.25+0.15 46+0.2 5.55+0.17
22 7.12+0.21 7.69 +0.27 7.76 £ 0.29 7.85+0.22 7.32+0.11 7.48 +£0.22 7.58 +0.17 7.49+0.2 6.85 + 0.26 7.99+0.18
23 5.17+0.15 558 +0.21 5.69 +0.20 5.57+0.16 526+0.1 5.45+0.16 558 +0.1 5.55+0.16 5.08 +0.19 59+0.13
24 4.7+0.16 4.95+0.19 5.14 +0.17 5+0.18 4.9+0.08 4.94 +0.14 505+0.09 498+0.13 4.52+0.18 52+0.13
25 3.53+0.14 3.67 £0.15 4.19+0.15 3.96 £ 0.12 3.69 +0.06 3.75+0.13 3.86+0.1 3.8+0.09 3.58+0.15 4.01+0.09
26 2.6 £0.07 2.72 +£0.09 2.78 £0.10 2.79+0.08 2.53+0.06 2.71+0.07 2.62+0.07 2.79 +£0.07 2.37+£0.09 2.73 £0.06
27 2.5+0.07 2.73+0.11 2.61+0.09 2.64 +£0.08 2.43 +£0.06 2.6 +0.06 2.57 +£0.09 2.62 +0.07 2.33+0.09 2.66 +0.06
28 2.8+0.07 2.97+0.10 2.95+0.10 3.05+0.10 2.78£0.07 2.96 +0.09 2.88£0.07 3.05+0.05 2.71+0.09 3+0.06

29 3.1+0.09 3.39+0.11 3.43+0.11 3.53+0.11 3.22+0.08 3.44+0.1 3.31+0.08 3.39+0.11 3.12+0.12 3.46+0.11
30 2.24+0.05 2.63+0.12 2.41 +0.09 2.44 +0.07 2.28+0.03 2.31+0.06 2.21+0.06 2.14 +£0.05 2.02+0.02 2.22+0.05
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31
32
33
34

0.89 £0.02
2.11+£0.08
0.87 £0.03
3.74 £0.16

1.03 £0.06

2.47 £0.10

1.05£0.05
3.84+0.16

1.02+0.04  0.99+0.04

237+£0.09 236+0.06

1.03+0.03 1+0.03
3.77+£0.15 382+0.15

0.91+0.01

2.15+0.04

0.92 +£0.01
3.59 £+ 0.05

0.9+0.02 0.94 +£0.01

218+0.07 201+0.04

0.95+£0.02 0.94+0.03

3.69+0.11 3.65+0.08

0.98 £0.01 0.95+
0.017
1.99+0.05 1.96+0.02

0.93+£0.02 091+0.01
3.78+0.1 3.32+0.13

0.97 £0.02

2.14 £ 0.06

0.93 £0.02
3.97£0.12

* NUmero del caracter segun lo mencionado en la metodologia.
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Figura 11. Andlisis cluster de machos y hembras de cada poblacién de S. acupunctatus con
34 caracteres. M=macho, H=hembra. Correlacion cofenética de Etucuaro (E), Registrillo
(D), San Juan Guelavia (O), Tarimbaro (T) y Acuitzio del Canje (A): 0.646, 0.678, 0.755,
0.7381 y 0.8292, respectivamente. Ejemplo, 4ME=individuo 4, macho, Etucuaro.
Distance= Distancia.
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Figura 12. Diagramas de dispersion de hembras-machos, solo machos y solo hembras de
las cinco poblaciones de S. acupunctatus con 34 caracteres. Cada elipse representa el 95%
de confianza para los valores ponderados de las poblaciones estudiadas (M=macho,
H=hembra; individuos: E=Etucuaro, D= Registrillo, O=San Juan Guelavia, T=Tarimbaro
y A=Acuitzio del Canje). Ejemplo, 4ME=individuo 4, macho, Etucuaro.

Por otro lado, el ACP mostré que los primeros dos componentes principales explicaron el

89.33% de la varianza total, en los cuales se seleccionaron 10 caracteres informativos (Cuadro

7). El componente principal 1 (PC1) tuvo un eigenvalue (valor propio) de 4.15, el cual explico

el 84.87% de la variacion total, para las cinco poblaciones de S. acupunctatus. En este

componente las variables longitud del cuerpo y longitud de los élitros fueron los que tuvieron

los coeficientes mas altos en comparacion con los demas caracteres morfométricos (Cuadro 7).

Por su parte, el componente principal 2 (PC2) tuvo un eigenvalue de 0.21, el cual explico el

4.46% de la variacion total. En este caso, aunque con este componente se indic6 una varianza

baja, la amplitud y longitud de pronoto tuvieron los mas altos valores.
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Cuadro 7. Contribucion y proporcion de la varianza de 10 caracteres con relacién a los
componentes principales. Entre paréntesis, el nimero del caracter respectivo en el anélisis.

Proporcion de la varianza

Caracteres Contribucién
% Acumulada
Longitud del cuerpo (10) 0.63
Longitud del élitro (22) 0.34
Amplitud méaxima del élitro (23) 0.25
CP1 Amplitud de la base del élitro (24) 0.22 84.87 84.87
Amplitud del apice del élitro (25) 0.17
Longitud del metepisterno (18) 0.17
Longitud de la tibia anterior (26) 0.11
Amplitud del pronoto (21) 0.33
CP2 Longitud del pronoto (20) 0.32 4.46 89.33
Altura del térax (34) 0.20

Las figuras 13 y 14, que representan el AC y diagramas de dispersion de individuos de las
matrices de datos de las cinco poblaciones con 10 variables informativas, respectivamente,

muestran que tampoco existe agrupacién por sexo en ninguna de las cinco poblaciones.

mmmmmmmmmmmmm Swwww o 29,0002
SETXTEEZr=ZIX=ZE>>8X=Tx SRS BIINTIMBIT STHR=3 223392

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Distance
5
i
o
t
Distance

Etacuaro, Michoacan Registrillo, Durango San Juan Guelavia, QOaxaca

mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm

Distance
Distance
o
i

Tarimbaro, Michoacin Acuitzio, Michoacin
Figura 13. Analisis cluster de machos y hembras de cada poblacién de S. acupunctatus con
10 caracteres. M=macho, H=hembra. Correlacion cofenética de Etucuaro (E), Registrillo
(D), San Juan Guelavia (O), Tarimbaro (T) y Acuitzio del Canje (A): 0.659, 0.683, 0.718,
0.723 'y 0.827, respectivamente. Ejem. 4ME=individuo 4, macho, Etucuaro.
Distance= Distancia.
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Figura 14. Diagramas de dispersion de hembras-machos, solo machos y solo hembras de
las cinco poblaciones de S. acupunctatus con 10 caracteres. Elipses representan el 95% de
confianza para los valores ponderados de las poblaciones estudiadas (M=macho,
H=hembra; individuos: E=EtUcuaro, D= Registrillo, O=San Juan Guelavia, T=Tarimbaro
y A=Acuitzio del Canje). Ejem. 4ME=individuo 4, macho, Etlcuaro

El cuadro 8 muestra los ANOVAs de los 10 caracteres informativos, seleccionados a través
del ACP, la comparacion se hizo entre hembras y entre hembras-machos de las cinco
poblaciones. No se encontré diferencias significativas en la comparacion entre machos de las
cinco poblaciones. En los ANOVASs de las comparaciones entre solo hembras, los promedios
de longitud del cuerpo (10), metepisterno (18), élitro (22) y tibia anterior (26), asi como de los
promedios de amplitud de la base del élitro (24) y del apice del élitro (25) fueron
estadisticamente diferentes. En todos los casos, los promedios registrados para cada caracter
de las hembras de Registrillo fueron significativamente méas grande que los valores de las
hembras de Acuitzio del Canje. En ese mismo sentido, los ANOVAs de las comparaciones
entre hembras-machos, los promedios de la longitud del pronoto (20) y élitro (22), amplitud
del pronoto (21) y del élitro (23) fueron significativamente diferentes entre hembras y machos
de la poblacién de Acuitzio del Canje, siendo los machos significativamente mas grandes que
las hembras. Por otra parte, los ANOVAs de las comparaciones entre hembras de las
poblaciones de Registrillo y Acuitzio del Canje (segun comparaciones machos-hembras),
especialmente del caracter amplitud del apice del élitro (25), los promedios mostraron
diferencias significativas, en este caso las hembras de Registrillo tuvieron los valores mas
grandes que las hembras de Acuitzio del Canje. Finalmente, solo se encontraron diferencias

significativas en los promedios de amplitud del apice del élitro (25), entre los valores de las
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hembras de Registrillo y Etlcuaro, en este Gltimo caso los valores de las hembras de Registrillo

fueron més altos que los de Etucuaro (Cuadro 8).

Cuadro 8. ANOVAs para 10 caracteres morfométricos entre hembras, machos y hembras-
machos de cinco poblaciones de S. acupunctatus. NDS= No diferencias significativas.

No. De
caracter Hembras Machos Machos — Hembras
morfolégico
Registrillo (16.1) vs. Acuitzio del Canje (14) P H Registrillo (16.1) vs. H Acuitzio del Canje (14) P
10 (0.01) (0.02)
(F=3.03 GL=4, 43 P=0.02) (F=1.86 GL=9, 87 P=0.06)
Registrillo (3.7) vs. Acuitzio del Canje (3.2) P
18 (0.02) NDS
(F=2.82 GL=4, 43 P=0.03)
Registrillo (6.15) vs. Acuitzio del Canje (5.4) P H Acuitzio del Canje (5.4) vs. M Acuitzio del Canje
20 (0.04) (6.48) P (0.005)
(F=2.18 GL=4, 43 P=0.08) (F=2.52 GL=9, 87 P=0.01)
H Acuitzio del Canje (4.6) vs. M Acuitzio del Canje
21 NDS (5.55) P (0.006)
(F=2.42 GL=9, 87 P=0.01)
Registrillo (7.7) vs. Acuitzio del Canje (6.8) P H Acuitzio del Canje (6.85) vs. M Acuitzio del
22 (0.04) Canje (6.99) P (0.01)
(F=2.61 GL=4, 43 P=0.04) (F=2.38 GL=9, 87 P=0.01)
NDS H Acuitzio del Canje (5.08) vs. M Acuitzio del
23 NDS Canje (5.9) P (0.01)
(F=2.32 GL=9, 87 P=0.02)
Registrillo (5.15) vs. Acuitzio del Canje (4.52) P
24 (0.03) NDS
(F=2.95 GL=4, 43 P=0.03)
Registrillo (4.19) vs. Acuitzio del Canje (3.58) P H Registrillo (4.19) vs. H Acuitzio del Canje (3.58)
(0.01) P (0.02)
25 (F=4.32 GL=4, 43 P=0.004) (F=2.73 GL=9, 87 P=0.007)
Registrillo (4.19) vs. Etlcuaro (3.53) P (0.007) H Registrillo (4.19) vs. H Etucuaro (3.53) P (0.01)
(F=4.32 GL= 4, 43 P=0.004) (F=2.73 GL=09, 87 P=0.007)
Registrillo (2.78) vs. Acuitzio del Canje (2.44) P
26 (0.03) NDS
(F=2.46 GL= 4, 42 P=0.05);
H Acuitzio del Canje 3.32 vs. M Acuitzio del Canje
34 NDS 3.97 P (0.02)

(F=1.81 GL=9, 88 P= 0.07)
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7.2 Morfometria geométrica.

Los resultados de AVC y Procrustes ANOVA de las estructuras evaluadas mostraron que la
vista lateral del cuerpo y la vista dorsal del pronoto son Utiles para separar a los individuos de
S. acupunctatus por poblacion y sexo. Similarmente, el terguito VII1 y el 16bulo medio de la
genitalia del macho sirve para separar las poblaciones de este insecto.

7.2.1 Vista lateral del cuerpo.
El AVC de la vista lateral del cuerpo de las cinco poblaciones de S. acupunctatus, sin

diferenciar machos y hembras, mostr6 una sola agrupacion entre las poblaciones de Tarimbaro-
Registrillo, misma que se separa de las poblaciones de Acuitzio del Canje, Ettcuaro y San Juan
Guelavia. La variable candnica 1 (VC1), el cual explica el 53.68% de la variacion, separa la
agrupacion Tarimbaro-Registrillo de las poblaciones de Acuitzio del Canje y Etlcuaro,
mientras que la variable canonica 2 (VC2), que explica el 21.28% de la variacion, separa a las

poblaciones Tarimbaro-Registrillo de Etucuaro y San Juan Guelavia (Figura 15a).

El andlisis cluster de las cinco poblaciones, basado en las distancias de Mahalanobis,
muestra que las poblaciones de Acuitzio del Canje y Etdcuaro son diferentes al resto de las
poblaciones. También indica que los individuos pertenecientes a las poblaciones de Registrillo
y Tarimbaro estan relacionados entre si, y que la poblaciéon de San Juan Guelavia es una
poblacion con mas afinidad a la agrupacion Tarimbaro-Registrillo que de Acuitzio del Canje 'y
EtGcuaro (Figura 15b).
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Figura 15. A) Andlisis de variacioén candnica de la vista lateral del cuerpo de las cinco
poblaciones de S. acupunctatus. Las imagenes en azul representan las formas
representativas de cada variable canonica. Las poblaciones estan diferenciadas por colores:
Acuitzio del Canje (rojo), Registrillo (verde), Etlcuaro (celeste), San Juan Guelavia
(naranja) y Tarimbaro (rosa). B) Analisis cllster de las distancias de Mahalanobis entre
poblaciones de S. acupunctatus. Correlacion cofenética: 0.9609. Distance= Distancia.

Por otra parte, el AVC por sexo mostr6 dos agrupaciones (Figura 16). La VC1, la cual
explica el 100% de la variacion, separa los machos de las hembras de las cinco poblaciones.
El Procrustes ANOVA confirmd, al encontrar diferencias significativas, que la vista lateral
del cuerpo agrupa a los individuos de S. acupunctatus por poblacion (F = 4.87, gl =400, P
<0.0001) y sexo (F = 31.73, gl =100, P <0.0001). También se encontraron diferencias
significativas en la interacciéon poblacién y sexo (F = 1.38, gl =400, P <0.0001) para la

forma lateral del cuerpo de S. acupunctatus.
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Figura 16. Analisis de variacion canonica entre sexos de las cinco poblaciones de S.
acupunctatus. Los sexos se encuentran diferenciados por colores: Machos (azul) y
Hembras (rojo).

7.2.2 Pronoto.
El AVC de la forma del pronoto de las cinco poblaciones de S. acupunctatus, sin diferenciar

machos y/o hembras, muestra la separacion entre las cinco poblaciones. La VC1, el cual explica
el 37.31% de la variacion, sefiala la cercania entre las poblaciones de San Juan Guelavia y
EtGcuaro, mismas que se separan de Acuitzio del Canje y Tarimbaro. Por su parte, la VC2, el
cual explica el 29.12% de la variacion, sefiala también la cercania entre San Juan Guelavia y
Etlcuaro, pero muestra la separacion con las poblaciones de Tarimbaro y Registrillo (Figura
17a).

El andlisis cluster de las cinco poblaciones, basado en las distancias de Mahalanobis,
muestra que las poblaciones de Acuitzio del Canje y Registrillo son muy diferentes al resto de
las poblaciones. También indica que los individuos pertenecientes a las poblaciones de San
Juan Guelavia y Etucuaro estan relacionados entre si, y que la poblacion de Tarimbaro es una
poblacién con mas afinidad a la agrupacion Acuitzio del Canje-Registrillo que de Etlcuaro-

San Juan Guelavia (Figura 17b).
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Figura 17. A) Analisis de variacion candnica de la forma del pronoto de las cinco
poblaciones de S. acupunctatus. Las imagenes en azul representan las formas
representativas de cada variable canonica. Las poblaciones estan diferenciadas por colores:
Acuitzio del Canje (rojo), Registrillo (verde), Etlcuaro (azul), San Juan Guelavia (naranja)
y Tarimbaro (rosa). B) Andlisis cllster de las distancias de Mahalanobis de las cinco
poblaciones de S. acupunctatus. Correlacion cofenética: 0.771. Distance= Distancia.

Por otra parte, el AVC por sexo también mostrd dos agrupaciones bien definidas. La
VC1, la cual explica el 100% de la variacion, separa a los machos de las hembras de las
cinco poblaciones de S. acupunctatus (Figura 18). El Procrustes ANOVA confirmd, al
encontrar diferencias significativas, que la forma del pronoto agrupa por poblaciones (F =
5.3, gl =504, P <0.0001) y por sexo (F =12.21, gl = 126, P <0.0001) de S. acupunctatus.
En este caso, no se encontro diferencias significativas en la interaccion poblacion y sexo

(F =0.58, gl =504, P >0.05) para la forma del pronoto de S. acupunctatus.
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Figura 18. Analisis de variacion candnica entre sexos de las cinco poblaciones de S.
acupunctatus. Los sexos se encuentran diferenciados por colores: machos (azul) y hembras

(rojo).

7.2.3 Terguito VIII.

El AVC de la forma del terguito VIII de la genitalia de los machos de las cinco poblaciones de
S. acupunctatus muestra la separacion entre poblaciones. La VCL1, el cual explica el 40% de la
variacion, muestra la agrupacion San Juan Guelavia-Tarimbaro-Registrillo, misma que se
separa de la poblacion de Etdcuaro. Por su parte, la VC2, el cual explica el 35% de la variacion,
indica la separacion de la agrupacion San Juan Guelavia-Tarimbaro-Registrillo con la
poblacion de Acuitzio del Canje (Figura 19a).

El anélisis cluster de las cinco poblaciones, basado en las distancias de Mahalanobis,
muestra que las poblaciones de Acuitzio del Canje y Tarimbaro son muy diferentes al resto de
las poblaciones. También indica que los individuos pertenecientes a las poblaciones de San
Juan Guelavia y Registrillo estan relacionados entre si, y que la poblacion de Etlcuaro es una
poblacion con méas afinidad a la agrupacion Acuitzio del Canje-Tarimbaro que de San Juan
Guelavia- Registrillo (Figura 19b). EI ANOVA Procrustes confirmd, al encontrar diferencias
significativas (F =4.99, gl = 112, P <0,0001), que el terguito VII1 agrupa por poblaciones a los

individuos de S. acupunctatus.
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Figura 19. A) Analisis de variacion canonica de la forma del terguito VIII de las cinco
poblaciones de S. acupunctatus. Las imagenes en azul representan las formas
representativas de cada variable canonica. Las poblaciones estan diferenciadas por colores:
Acuitzio del Canje (rojo), Registrillo (verde), Eticuaro (azul), San Juan Guelavia (naranja)
y Tarimbaro (rosa). B) Analisis cluster de las distancias de Mahalanobis de las cinco
poblaciones de S. acupunctatus. Correlacion cofenética: 0.5434. Distance= Distancia.

7.2.4 Lobulo medio.
El AVC de la forma del I6bulo medio de la genitalia de los machos de las cinco poblaciones

de S. acupunctatus muestra la separacion entre poblaciones. La VC1, el cual explica el 61% de
la variacién, muestra la separacion de las poblaciones de Tarimbaro y Registrillo con la de San
Juan Guelavia y Etlcuaro, y éstas a su vez de Acuitzio del Canje. Por su parte, la VC2, el cual
explica el 26% de la variacidn, indica la separacion de las poblaciones de Tarimbaro, Etlcuaro
y Acuitzio del Canje con la de Registrillo y San Juan Guelavia (Figura 20a).

El andlisis cluster de las cinco poblaciones, basado en las distancias de Mahalanobis,
muestra que las poblaciones de Tarimbaro y Registrillo son muy diferentes al resto de las
poblaciones. También indica que los individuos pertenecientes a las poblaciones de Etlcuaro
y San Juan Guelavia estan relacionados entre si, y que la poblacién de Acuitzio del Canje es
una poblacién con mas afinidad a la agrupacion EtGcuaro-San Juan Guelavia que de Tarimbaro-
Registrillo (Figura 20b). EI ANOVA Procrustes confirmd, al encontrar diferencias
significativas (F = 4.75, gl = 192, P <0.0001), que el I6bulo medio de la genitalia agrupa por

poblaciones a los individuos de S. acupunctatus.
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Figura 20. A) Analisis de variacion canonica de la forma del 16bulo medio de la genitalia
de las cinco poblaciones de S. acupunctatus. Las iméagenes en azul representan las formas
representativas de cada variable canonica. Las poblaciones estan diferenciadas por colores:
Acuitzio del Canje (rojo), Registrillo (verde), Etlcuaro (celeste), San Juan Guelavia
(naranja) y Tarimbaro (rosa). B) Analisis cluster de las distancias de Mahalanobis de las
cinco poblaciones de S. acupunctatus. Correlacion cofenética: 0.8194. Distance= Distancia.
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7.3 Estandarizacion para la amplificacion de los loci de microsatélites en ADN
de S. acupunctatus.

7.3.1 Temperatura de alineamiento primers sin fluoréforo.
Se amplificaron exitosamente cuatro de los ocho pares de primers sintetizados sin fluoréforo

afiadido (Cuadro 9, Figura 21). A través de la PCR de gradiente con siete temperaturas
diferentes, se logré determinar que la temperatura dptima de alineamiento fue de 45°. Esta
temperatura se utilizé para las amplificaciones de los microsatélites.

Cuadro 9. Temperatura de alineamiento de cuatro pares de primers sin fluoréforo afadido

reportado para el escarabajo X. crassiusculus (Husseneder et al. [2017] y modificado para S.
acupunctatus).

X. crassiusculus S. acupunctatus
Primer Rep Secuencia T Tamario T° alin. Tamafio
alin. (pb) (pb)
CR09 AGG GCGTGTGGACAAACGATCCC 53 148 53.8, 55*, 100-200
GCTGCATACGAAGCATTTGA 56.4
CR17 GAT GCTTCCCGTAGAGCAATGAC 55 251 41.7, 100-200
CCAAAGGCTCCACTTCAATC 43.6,45*,46.2
CR29 ACC TAATGAAACTGCCCCACCAT 55 240 41.7, 100-200
ACGGTCGGATTCCTTATTCC 43.6,45*,46.2
CR37 ATT CCCCATTATACTACTGACAA 53 175 41.7, 100-200
AGGAAAAGTTGCCCAAAGGT 43.6,45*46.2

*Indica que la banda obtenida es la de mejor calidad.

- - - e

Figura 21. Electroforesis en gel de agarosa al 3% TAE de los productos de la PCR gradiente,
la linea de color rojo indica en donde se encuentra el ADN de interés que ha sido amplificado,
se esperan bandas de entre 140 a 278 pares de bases (pb). Los nimeros sobre los carriles hacen
referencia a los primers seleccionados.

7.4 Gen COI.

El gen COI fue amplificado en un total de 55 individuos de S. acupunctatus: 15 individuos de
Etlcuaro, Michoacéan, 16 de Registrillo, Durango, 15 de San Juan Guelavia, Oaxaca, seis de
Tarimbaro, Michoacéan y tres de Acuitzio del Canje (Figura 22). La temperatura éptima de
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alineamiento se eligi6 a partir de la visualizacion del gel de agarosa en donde se corrieron los
productos de PCR gradiente (40 °C — 60°C), y en la cual se observd que, de las siete

temperaturas utilizadas del gradiente, la de 53 °C fue la que arrojé una banda de ADN nitida.
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa al 1% TAE de los productos de PCR de
gradiente del gen COl en dos individuos de S. acupunctatus: a) San Juan Guelavia, Oaxaca,
b) Registrillo, Durango. La linea de color rojo indica el ADN de interés con un tamafio
aproximado de 650-658 pares de bases (pb). MM=Marcador molecular (1Kb).

7.5 Variacion genética intra e inter poblacional de S. acupunctatus.

7.5.1 Arbol filogenético UPGMA de haplotipos mitocondriales.
Se infirié un &rbol 6ptimo con el método UPGMA. Este andlisis involucr6 55 secuencias de

nucleétidos. Se resolvid un arbol enraizado donde separa el grupo externo (S. yuccae) de todos
los demas individuos pertenecientes a S. acupunctatus, observando 574 posiciones. En la
estructura del arbol (Figura 23) se observaron dos clados bien sustentados: 1) un clado
(98/100), formado por individuos de Registrillo, Durango (97/100) y 2) otro conformado por
cuatro subclados: Etacuaro, Michoacan (92/100), San Juan Guelavia, Oaxaca (60/100),
Acuitzio del Canje, Michoacan (68/100) y Tarimbaro, Michoacan (79/100).
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Figura 23. Arbol Filogenético UPGMA de las cinco poblaciones de S. acupunctatus y un
grupo externo (S. yuccae). Los valores al inicio de cada nodo representan la robustez de
cada rama (Bootstrap). Las poblaciones estan diferenciadas por colores: Registrillo,
Durango. (verde), Tarimbaro, Michoacan (rosa), San Juan Guelavia, Oaxaca (naranja),
Acuitzio del Canje, Michoacan (rojo) y Etacuaro, Michoacan (azul).

En total se observaron 55 haplotipos (H) entre las cinco poblaciones: 15 individuos de
Etlcuaro, Michoacan, 16 de Registrillo, Durango, 15 de San Juan Guelavia, Oaxaca, seis
de Tarimbaro, Michoacan y tres de Acuitzio del Canje, Michoacan (Cuadro 10). Los
valores de distancia genética (Gst) observados (Cuadro 11 y 12) fueron menores a 0.05
entre las poblaciones y en el caso de San Juan Guelavia y EtGcuaro de cero. De la misma
manera, las correlaciones mas altas fueron para San Juan Guelavia y Acuitzio (0.04255);
Etlcuaro y Acuitzio (0.042); y Registrillo y Acuitzio (0.044). La diversidad media
haplotipica (HD: 1) y nucleotidica (PiT: 0.089) fueron elevadas.
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Cuadro 10. Valores de diferenciacion genética y sitios polimorficos.

POBLACION Nuam. de H HD PI
secuencias
ACU, Michoacan 3 56 3 1 0.06760
ETU, Michoacan 15 100 15 1 0.04011
TAR, Michoacan 6 21 6 1 0.01443
SJG, Oaxaca 15 182 15 1 0.08906
REG, Durango 16 41 16 1 0.02254
Estimacion de datos totales 55 247 55 1 PiT: 0.08906

*s: numero de sitios segregados; H: nim. de haplotipos; HD: diversidad media haplotipica;
PI: diversidad de nucledtidos; PiT: diversidad nucleotidica. ACU= Acuitzio del Canje del
Canje; ETU= Etucuaro; TAR= Tarimbaro; SJIG= San Juan Guelavia; REG= Registrillo.

Cuadro 11. Distancia genética de las cinco poblaciones estudiadas.

Poblacién 1 Poblacion 2 Gst Nst Fst
SJG ETU 0 0.62240 0.60175
SJG REG 0.00003 0.72204 0.70048
SJG ACU 0.04255 0.32535 0.30690
SJG TAR 0.01060 0.21602 0.21795
ETU REG 0.00003 0.79669 0.78143
ETU ACU 0.04255 0.51346 0.49542
ETU TAR 0.01060 0.80936 0.79723
REG ACU 0.04428 0.70590 0.68619
REG TAR 0.01170 0.89189 0.88070
ACU TAR 0.01370 0.46505 0.45497

*Gst: coeficiente de diferenciacion genética; Nst: diferenciacion genética (frecuencia
haplotipica); Fst: indice de fijacion. ACU= Acuitzio del Canje del Canje; ETU= Etlcuaro;
TAR= Tarimbaro; SJG= San Juan Guelavia; REG= Registrillo.

Cuadro 12. Matriz de distancia genética por pares (Gst) entre cinco poblaciones de S.
acupunctatus.

ETU TAR ACU SJG REG

ETU * 0.01060 0.00003 0 0.00003

TAR | 0.01060 * 0.01370 0.01060 0.01170

ACU | 0.04255 0.01370 * 0.04255 0.04428

SJG 0 0.01060 0.04255 * 0.00003

REG | 0.00003 0.01170 0.04428 0.00003 *
ACU= Acuitzio del Canje del Canje; ETU= Etacuaro; TAR= Tarimbaro; SJG=San Juan Guelavia;
REG= Registrillo.
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VIIl. DISCUSION
El manejo de S. acupunctatus en los cultivos de agaves es complicado, especialmente porque
todo su ciclo de vida ocurre dentro de las plantas, y solo sale de ese ambiente criptico cuando
su alimento se agota y emigra a nuevos hospederos (Cruz et al., 2019). Utilizar un sistema de
trampeo basado en feromonas sintéticas de agregacion y/o en trampas cebadas con atrayentes
alimenticios es probablemente la alternativa méas viable para su manejo (Ruiz-Montiel et al.,
2017), en particular porque al combinar ambos atrayentes se puede conseguir una mayor
captura (Cruz et al., 2019). La existencia de una amplia variacion morfoldgica entre individuos
de S. acupunctatus de diferentes areas geograficas encontrado por Vaurie (1971)
probablemente sugiera la presencia de biotipos o de un complejo de especies cripticas en este
insecto, y es probable que esto explique la razén del por qué se capturan mas individuos cuando
se combinan ambos atrayentes (atrapan varios biotipos o un complejo de especies). Por ello,
este trabajo de investigacion tuvo como objetivo determinar la variabilidad morfoldgica y
genotipica de cinco poblaciones diferentes de S. acupunctatus con la finalidad de discernir la

existencia de biotipos o de especies cripticas.

Los caracteres morfoldgicos son variables que pueden servir para rastrear el progreso
evolutivo que ha tenido una especie a través del tiempo (Mayr y Ashlock, 1991). Su medicion
puede ayudar a cuantificar la variacion que existe entre los individuos de una especie (variacion
intraespecifica) y también puede servir para asignar los limites que ésta puede tener con
respecto a otras especies (variacion interespecifica) (Mayr y Ashlock, 1991). Segun Benitez et
al. (2020), estudiar las diferencias de tamafio y forma entre las especies, asi como la variacion
de tamarfios en individuos de una misma especie puede revelar informacién importante sobre
las presiones evolutivas que han tenido las especies. den Boer (1986), por su parte, menciona
que las variaciones encontradas en la forma y tamafio del cuerpo de los insectos se relacionan
a demandas especificas del ambiente. Lo que permite que, dependiendo de las condiciones
ambientales, los organismos expresen diferentes fenotipos (plasticidad fenotipica) (Agrawal,
2001).

En este estudio se emplearon técnicas integrativas (analisis multivariados [morfometria
clasica y geométrica] y andlisis genéticos) para documentar la variacion intraespecifica entre
cinco poblaciones de S. acupunctatus. Es importante comentar que, en especies de escarabajos,
por muchos afios se usé el tamario del cuerpo como un caracter para diferenciar entre machos
y hembras (dimorfismo sexual), asi como para diferenciar individuos de diferentes poblaciones
(Sukhodolskaya y Saveliev, 2017; Benitez et al. 2020, 2021). Esto debido a que, en la mayoria
de las especies de insectos, las hembras son, por lo general, méas grandes que los machos (Teder,
2014). En el presente estudio, con el proposito de discernir diferencias en medidas entre
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hembras y machos, asi como entre poblaciones de S. acupunctatus, se analizaron 34 caracteres
morfoldgicos con morfometria clasica, asi como también datos dimensionales de vista lateral
del cuerpo, del pronoto y de las genitalias del macho con morfometria geométrica. De acuerdo
con Sanaei et al. (2015), cuando se analizan formas de estructuras morfologicas, la calidad de
las variables medibles se incrementa para un analisis estadistico, por lo que la morfometria
geométrica se ha convertido en la mejor herramienta para la comparacion estadistica

multidimensional.

8.1 Morfometria clasica.

En insectos, la morfometria clasica ha sido una valiosa herramienta para evaluar variaciones
de estructuras morfoldgicas (Marinho-Alvarenga et al., 2011) en afidos (Foottit, 1992), abejas
(Daly, 1992) y escarabajos (Sanmartin y Martin-Piera, 1999). En coledpteros, pocos estudios
se han realizado con especies de la familia Curculionidae y, hasta nuestro conocimiento, el
presente estudio es el primero que se realiza con S. acupunctatus. A la fecha, se tiene el
antecedente que esta especie posee una amplia variacion morfologica entre individuos de
diferentes poblaciones y que tiene un insignificante dimorfismo sexual (Vaurie, 1971). En el
presente estudio, el analisis multivariado de los caracteres medidos confirma la observacion
hecha por Vaurie (1971), dado que no se encontrd evidencia del dimorfismo sexual entre
individuos de una misma poblacion y tampoco hubo diferencia en tamafio entre individuos de
diferentes poblaciones. Diversos estudios han registrado dimorfismo sexual con la longitud del
cuerpo en escarabajos (algunos por citar: George et al., 2015; Abd-Latip et al., 2019; Benitez
et al., 2020), pero pocos han sido aquellos que registran hembras y machos con un tamafio
corporal relativamente similar (sin diferencia significativa), como ocurrié en el presente
estudio con S. acupunctatus y en el escarabajo Carabus aeruginosus F.W (Coleoptera,
Carabidae) estudiado por Sukhodolskaya y Eremeeva (2013). Estos autores evidenciaron la
variacion morfométrica en esta ultima especie en diferentes ambientes con diferentes grados
de perturbacion por actividades antropogénicas en Kemerovo, Rusia. En dicho estudio se
observo que la medicion de determinadas estructuras (longitud del cuerpo) varié con los
ambientes estudiados, es decir, en ambientes mas urbanizados las hembras y machos de C.
aeruginosus presentaron tamarfios similares, mientras que en ambientes mas naturales las

hembras y machos presentaron dimorfismo sexual con relacion al tamafio.

Por otra parte, para conocer el sexo de los individuos de S. acupunctatus, solo se puede
conseguir con observaciones del ultimo segmento abdominal en vista ventral, en donde se

puede observar que las hembras terminan mas agudamente que en los machos (Figueroa, 2009;
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Figueroa et al., 2015). En el presente estudio, se esperaba encontrar que las hembras tuvieran
mayor talla que los machos, como en la mayoria de las especies de insectos (Rudoy y Ribera,
2017), y como se observo en el estudio de George et al. (2015). Estos ultimos autores indicaron
que el tamafio del cuerpo de las hembras de Myllocerus undecimpustulatus undatus Marshall
(Coleoptera: Curculionidae) fue mas grande que el de los machos. En contraste, en algunas
especies de curculionidos el tamafio de ambos sexos se invierte, es decir, los machos son méas
grandes que las hembras, como fue el caso del escarabajo polinizador de la palma de aceite,
Elaeidobius kamerunicus Faust (Abd-Latip et al., 2019). Si bien es cierto, que con morfometria
cléasica no se logro diferenciar individuos entre poblaciones de S. acupunctatus, no seria el
Unico trabajo que registra estos resultados. Por ejemplo, Manjeri et al. (2013) en un estudio de
cuatro poblaciones de Oryctes rhinoceros (L.) (Coleoptera: Scarabaeidae) procedentes de la
Peninsula de Malaysia y Sumatra, en Indonesia, encontraron superposicién de la variacion

morfoldgica en individuos recolectados de diferentes poblaciones.

La estadistica basica de los rasgos morfométricos sometidos a ANOVASs indicd que
pocos caracteres muestran la variacion morfolégica entre solo hembras y entre hembras-
machos de las cinco poblaciones de S. acupunctatus, y no hubo un caracter que mostrara la
variacion cuando se comparan solo machos. En el primer caso (comparaciones entre solo
hembras), se encontraron seis caracteres morfométricos que indicaron que las hembras de
Registrillo fueron mas grandes que las de Acuitzio del Canje (Cuadro 8). Similarmente, la
comparacion entre hembras-machos de las cinco poblaciones, el caracter amplitud del &pice
del élitro fue el que evidencié que las hembras de Registrillo fueron mas grandes que las
hembras de Etlcuaro. Se desconoce la razén del por qué se encontrd esta diferenciacion de
tamano en estas poblaciones, aunque se asume que las diferencias encontradas entre estos sitios
podrian ser debido a la plasticidad de los individuos, caracteristicas del entorno donde habitan
y a las diferencias del acervo genético propio de cada poblacién (Benitez et al., 2010). Ademas,
de que cada poblacion procedié de una especie de agave y de un entorno ecoldgico diferente.
Finalmente, en las comparaciones entre hembras-machos de las cinco poblaciones, cuatro
caracteres morfometricos evidenciaron que en la poblacion de Acuitzio del Canje los machos
fueron mas grandes que las hembras (Cuadro 8). Una explicacién a esto es que los machos mas
grandes son normalmente mas agresivos y competitivos y a menudo logran un mayor éxito
reproductivo a través de la seleccion intrasexual (Andersson, 1994; Benitez et al., 2020). Segin
Blanckenhorn et al. (2004) el que el macho sea el sexo con tamarfio corporal més grande suele
ser un rasgo derivado en la mayoria de los linajes de insectos, puesto que pocas especies
presentan esta condicion, ya que, en la mayoria de los insectos, las especies a menudo muestran

que las hembras son mas grandes debido a una fuerte seleccion en la fecundidad. Un ejemplo
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de excepcidn a la regla fue estudiado con poblaciones de la especie terrestre O. babirussa
muestreada en Singapur y la Peninsula de Malasia, donde todas las poblaciones de los machos

fueron mas grandes que las hembras (Toh et al., 2021).

8.2 Morfometria geométrica.

Actualmente, la morfometria geométrica ha sido usada con escarabajos para identificar
especies cripticas, biotipos y como una herramienta para diferenciar entre machos y hembras.
En los Gltimos afios, se ha utilizado también para realizar mejores descripciones morfoldgicas
y para determinar la variacion de rasgos que podrian ser dificiles de ver a simple vista. Al
respecto, este estudio describe con morfometria geométrica la variacion de forma del cuerpo
en vista lateral, del pronoto en vista dorsal y de la genitalia del macho de cinco poblaciones de
S. acupunctatus. Las graficas de los analisis de variacion candnica de los tres caracteres
mencionados mostraron una separacién clara de cada poblacion, situacién que no se observo
con la forma del terguito V111 de la genitalia del macho (aunque hubo diferencias significativas
en la ANOVA Procrustes). Independiente del origen de cada poblacion, los individuos de S.
acupunctatus de cada poblacion fueron muy similares entre si y cada poblacion fue diferente
una de otra. Los andlisis de morfometria geométrica de la forma del cuerpo y del pronoto, a
diferencia de los clasicos, lograron diferenciar entre machos y hembras de las cinco

poblaciones de S. acupunctatus, y de igual manera lograron diferenciar a las cinco poblaciones.

La utilidad de la morfometria geométrica también queda constatada en el trabajo de
Benitez et al. (2021), quienes recientemente utilizaron esta herramienta para determinar
dimorfismo sexual en la especie Pterostichus dilutipes (Motschulsky) (Coleoptera: Carabidae),
asi como para detectar pequefias variaciones en la morfologia de estos escarabajos en un
gradiente altitudinal en la costa del lago Baikal, Rusia. A diferencia del actual estudio, los
autores mencionados utilizaron Unicamente la vista dorsal y ventral del cuerpo de los
escarabajos para diferenciar dimorfismo sexual y diferenciar poblaciones. Otro trabajo similar
que logro diferenciar machos y hembras, asi como poblaciones, fue realizado por Sanaei et al.
(2015) con H. postica en tres provincias de Iran (Karaj Jovein, Tuyserkan). En este caso, dichos

autores analizaron la forma del pronoto, élitro y el rostrum para separar por sexo y poblacion.

De las cinco poblaciones, los anélisis individuales de variacion candnica de la forma
del cuerpo y del pronoto mostraron que la de Acuitzio del Canje es la Gnica poblacion que se
mantiene mas separada de las otras poblaciones restantes, no asi con las poblaciones Registrillo
y Tarimbaro, las cuales son mas afines entre si con la forma lateral del cuerpo, y la de Etlcuaro

y San Juan Guelavia con la forma del pronoto (aunque en ambos analisis hubo diferencias
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significativas en la ANOVA Procrustes indicando la separacién de las poblaciones). Al
respecto, la poblacion de Acuitzio del Canje podria definirse como una poblacion especial ya
que procede de plantas de agave que forman parte de vegetacion natural del eje volcanico
transversal y que no se destinan a la explotacién comercial, 1o que supone un entorno mas rico
de disponibilidad de alimentos y que se traduce probablemente en mas eventos de
reproduccion. Por su parte, la poblacién de Tarimbaro se recolect6 de plantas de agave que
estaban como ornato en una zona urbanizada con &reas aledafias de cultivos. Contrario a esto,
las poblaciones de Etlucuaro, Registrillo y San Juan Guelavia procedieron de plantas de agave
de areas de explotacién comercial con manejo convencional de las actividades agricolas. Se
desconoce la razén precisa del porqué en el analisis de la forma del cuerpo en vista lateral hubo
mas afinidad entre las poblaciones de Registrillo y Tarimbaro y en el analisis de la forma del
pronoto entre Etlcuaro y San Juan Guelavia, por lo mismo se necesita continuar con estudios

que conlleven a dilucidar esta revelacion.

En este estudio, a diferencia de la forma del I6bulo medio de la genitalia del macho, en
el terguito VIII no se visualizé una clara separacion de las poblaciones de S. acupunctatus
(aunque hubo diferencias significativas en la ANOVA Procrustes), lo que podria indicar que la
forma de esta estructura se podria utilizar como Gltimo recurso para separar poblaciones, esto
supondria que tendria poca utilidad. Un caso similar, fue documentado por Przybycien y
Wactawik (2015), donde se muestra que las mediciones asociadas a la genitalia del macho de
seis poblaciones de tres especies (dos poblaciones por especie) del género Bryodaemon
Podlussany (Coleoptera: Curculionidae) de Ucrania y Polonia no fueron importantes en la
separacion entre especies y entre poblaciones. Caso contrario, el estudio de morfometria
geométrica de Valerio et al. (2017) con la especie Dendroctonus brevicomis LeConte
(Coleoptera: Curculionidae) demostré que la forma del ducto seminal de la genitalia del macho
fue util para separar con otras especies y también para conocer la variacion en tamafio y forma

de dicha estructura en diferentes rangos de distribucion de una misma especie en México.

8.4 Variacion genética intra e inter poblacional de S. acupunctatus.

Los marcadores genéticos basados en el ADN ayudan a identificar individuos en forma precisa
e independiente del ambiente, y también permiten determinar relaciones genéticas entre los
mismos. El interés por detectar las variaciones a nivel genético entre y dentro de poblaciones
de insectos plaga, como lo es S. acupunctatus, surge por la necesidad de encontrar nuevos y
mejores sistemas de monitoreo y manejo de estas especies. Al respecto, el estudio de Chamorro

et al. (2016, 2021), enfocado a proporcionar recomendaciones de manejo para proteger al A.
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eggersiana contra S. acupunctatus, realizaron un analisis filogenético utilizando dos genes
(mtCO1y EFla), mismos que analizaron de manera conjunta y por separado. En dicho estudio
los autores encontraron en su andlisis un patrén claro de estructura filogeogréafica sustancial
donde los especimenes se agruparon por ubicacion geografica, muy similar a la forma en que
se agruparon las poblaciones de S. acupunctatus en el presente estudio. Por otra parte, Azuara-
Dominguez et al. (2013), quienes al estudiar la estructura genética en la respuesta
electrofisiologica y de comportamiento de bdsqueda de S. acupunctatus, sefialaron que el
hospedero es un factor que debe tomarse en cuenta para el manejo de las plagas. Esto debido a
que encontraron que la respuesta de preferencia diferia entre poblaciones de picudos de
diferentes regiones geograficas, ademas de que dichas respuestas se correlacionaron con la

edad y los patrones de variabilidad genética en el ADN mitocondrial de los adultos.

Ademas, debido a un proceso de seleccidbn muchas variantes del hospedero se han
conservado y evolucionado al ser trasplantadas de su medio natural a zonas cercanas a los
campamentos de los recolectores y parcelas de los agricultores, donde probablemente han
ocurrido nuevas combinaciones genéticas tanto para el agave como para el picudo (Mora-
Lopez et al., 2011; Gonzalez-Vega, 2016). En comparacion con otros géneros y especies, el
nivel de conocimiento de la diversidad genética en Agave spp. es limitado y se basa
principalmente en caracteres morfoldgicos y citolégicos (Gil-Vega et al., 2001). Los datos
genético-moleculares que consideran la estructura y variabilidad existente en las poblaciones
de Agave son escasos, asi como las de sus plagas potenciales, por eso tan importante la

complementacion de nuestro estudio genético del picudo del agave con analisis moleculares.

Por otra parte, en este estudio se recolectaron 55 individuos de S. acupunctatus de cinco
areas geograficas diferentes y provenientes también de distintos hospederos (Cuadro 2).
Probablemente ambos factores sean la razdén del por qué este insecto presenta una
diferenciacion genética alta (diversidad haplotipica alta) entre las distintas poblaciones (Cuadro
10), indicando con ello un flujo genético minimo para mantener la homogeneidad de estas. La
alta diversidad haplotipica observada en cada una de las poblaciones de S. acupunctatus puede
explicarse a los cambios sometidos por la presion ambiental en donde se desarrolla este insecto.
Esto coincide con lo reportado por Nolasco-Soto et al. (2017), quienes estudiaron al escarabajo
pelotero Canthon cyanellus Leconte (Coleoptera: Scarabaeidae) que vive en las costas del
Pacifico, del Golfo, la Peninsula de Yucatan y el Sur de México. Estos autores encontraron que
las poblaciones con mayor diversidad haplotipica fueron aquellas que habitaban ambientes

transformados, comparado con aquellas poblaciones que habitaban las areas preservadas.
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Finalmente, la estructura de rasgos (caracteres) genéticos y morfolégicos (morfometria
clasica'y geométrica) en poblaciones naturales estd moldeada en gran medida por la presion de
seleccion que impone los factores ambientales (Barton y Turelli, 1989; Lynch et al., 1999).
Consecuentemente la variacién genética en estos rasgos muchas veces se asocia con el
potencial de las especies para adaptarse a los cambios ambientales (Hamrick, 1983; Lande y
Barrowclough, 1987). Por otra parte, aunque la variacion molecular y la de caracteres
morfoldgicos pueden estar correlacionados, también existen estudios que revelan patrones
discordantes entre ambos (Waldmann y Andersson, 1998; Merild y Crnokrak, 2001), de ahi la
importancia de estudiarlas en conjunto. La identificacion del grado de concordancia entre
ambos tipos de rasgos permite inferir tanto el papel de éstos en los procesos evolutivos, de
adaptacion y distribucion (Edmands y Harrison, 2003), como la relacion existente entre ellos
(Butlin y Tregenza, 1998; Reed y Frankham, 2001). Estudios empiricos muestran que la
diferenciacion revelada por marcadores moleculares neutrales predice la diferenciacion en
rasgos morfoldgicos en algunos casos (McKay y Latta, 2002), aunque esto también depende
de las fuerzas que generan y mantienen la diversidad genética entre las poblaciones (Butlin y
Tregenza, 1998). De la misma manera, otros estudios sugieren que los marcadores y los
caracteres morfoldgicos se comportan en forma diferente en cuanto a la divergencia adaptativa
de poblaciones, su distribucion, y su flujo genético; por lo tanto, la extrapolacion e
interpretacion a partir de un tipo de caracter a otro se debe hacer con cautela (Butliny Tregenza,
1998; Reed y Frankham, 2001; McKay y Latta, 2002), sin excluir una de la otra.
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IX. CONCLUSIONES

La técnica de morfometria clasica, analizada con 34 caracteres morfologicos, medidos para
cada poblacion, evidencié que S. acupunctatus es una especie que presenta una amplia
variacion en sus medidas entre poblaciones y entre individuos de una misma poblacion
(machos y/o hembras). En contraste, la morfometria geométrica, analizada con la vista
lateral del cuerpo y la vista dorsal del pronoto, mostré que ambas formas evaluadas son de

utilidad para separar individuos de S. acupunctatus por poblacion y sexo.

La alta diferenciacion genética encontrada entre las cinco poblaciones de S. acupunctatus,
es un indicativo de que existe un flujo genético suficiente para mantener la variacion entre
y dentro de las poblaciones, debido posiblemente a la plasticidad fenotipica por presion
ambiental y al impacto antropogénico en las zonas donde se cultivan especies del género

Agave.

X. PERSPECTIVAS

Este trabajo puede ser de mucha utilidad para el manejo de S. acupunctatus. Las diferencias
encontradas en las poblaciones de este estudio pueden sefialar divergencias tan grandes
como para indicar la existencia de biotipos, aunque esto Gltimo debe de confirmarse con
estudios que incluyan a mas poblaciones de S. acupunctatus y analizar genéticamente a sus
plantas hospederas. Desde el punto de vista practico, se deben imitar la realizaciéon de
practicas agronémicas de los cultivos de Agave donde el manejo de este insecto esté siendo

exitoso.
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