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RESUMEN
IDENTIFICACION MORFOLOGICA Y MOLECULAR DEL GENERO Phyllophaga
(COLEOPTERA: MELOLONTHIDAE) EN LA ZONA DE ABASTO DEL INGENIO
EMILIANO ZAPATA, MORELOS

Zaragoza Ortega Monica
Colegio de Postgraduados, 2016

Con la finalidad de establecer alternativas de manejo del complejo de gallina ciega en
la zona de abasto del Ingenio Emiliano Zapata, Morelos, México, se propuso realizar
la identificacion taxondmica de adultos del género Phyllophaga, asi como generar una
clave dicotomica ilustrada para la identificacion de las especies de este género en la
zona, que sea la base para la identificacion molecular de éstas especies, con los
genes COIl y Cyt B de la mitocondria. Finalmente se propuso saber si el atrayente
sexual Methyl 2-(methylthio)-benzoate (F) y luz led (L), de manera individual y en
combinacion, tienen capacidad de atraccién a algunas de las especies del género
Phyllophaga en la zona. Se realizaron colectas de adultos en el periodo marzo-julio
2013 - 2015, a través de trampas tipo embudo con luz blanca, colectas manuales, F
y L, con base en cada uno de los objetivos. Las especies identificadas
morfolégicamente pertenecen a cuatro subgéneros, siete grupos y diez especies, que
corresponden a: Phyllophaga riverana Morén, P. rzedowskiana Aragéon y Moron, P.
hoogstraali Saylor, P. batillifer (Bates), P. porodera (Bates), P. fulviventris (Moser), P.
martinezpalaciosi Moroén, P. ilhuicaminai Morén, P. lenis (Horn) y P. brevidens (Bates),
para cuya identificacion se elaboré una clave dicotomica ilustrada. La caracterizacion
molecular con los genes COIl y Cyt B, se realiz6 para siete de las diez especies
identificadas morfolégicamente. La reconstruccién filogenética del Citocromo B (Cyt
B) soporta la filogenia morfolégica a nivel de género y subgénero, no asi el gen
Citocromo Oxidasa | (COl).

Finalmente, P. brevidens y P. lenis, respondieron a la combinacion de F+L, la primera
fue la mas abundante con 271 y la segunda con 55 ejemplares. Sin embargo, difieren
a las especies del género Phyllophaga sefaladas por otros autores. Los resultados
sefalan que la combinacion F+L puede ser un método selectivo para el manejo de
estas especies de importancia agricola.

Palabras clave: cafa de azucar, clave dicotébmica, gallina ciega, atrayente sexual



ABSTRACT

MORPHOLOGICAL AND MOLECULAR IDENTIFICATION OF PHYLLOPHAGA
(COLEOPTERA: MELOLONTHIDAE) GENDER AT THE SUPPLY AREA OF THE
EMILIANO ZAPATA SUGARMILL, MORELOS, MEXICO

Zaragoza Ortega Monica

Postgraduate College, 2016

In order to establish alternative management of the grub worm at the supply area of the
Emiliano Zapata sugarmill located in Morelos, Mexico, it was proposed to carry out the
taxonomic identification of adults of the Phyllophaga gender, as well as to generate an
illustrated dichotomous key for identification of species of this genus in the area, which
could be the basis for the molecular identification of these species, with the COl and Cyt
B genes of the mitochondria. Additionally, it was proposed to analyze if Methyl 2-
(methylthio)-benzoate (F) (sexual attractant) and/ or led light (L), alone or combined,
were able to attract some of the Phyllophaga species in the area. Adult collections were
made in the March-July 2013- 2015 time frame, through funnel traps with white light,
manual collections, F and L, based on each of the goals. Morphologically identified
species belong to four subgenera, seven groups and ten species, corresponding to:
Phyllophaga riverana Moron, P. rzedowskiana Aragon and Moron, P. hoogstraali
Saylor, P. batillifer (Bates), P. porodera (Bates), P. fulviventris (Moser), P.
martinezpalaciosi Moron, P. ilhuicaminai Moron, P. lenis (Horn) and P. brevidens
(Bates), for whose identification an illustrated dichotomous key was developed. The
molecular characterization with COIl and Cyt B genes, was done for seven of the ten
species morphologically identified, phylogenetic reconstruction of the cytochrome b (Cyt
B) supports the morphological phylogeny to genus and subgenus levels, on the contrary

with the Cytochrome Oxidase | (COI) gene.

Lastly, P. brevidens and P. lenis, responded to the F + L combination, the first was the
most abundant with 271 and the second with 55 specimens. However, these results
differ to the species of the Phyllophaga genus reported by other authors. The results
showed that the F + L combination can be a selective method for the management of

these species of agricultural importance.

Keywords: sugarcane, dichotomous key, grub worm, sexual attractant
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Introduccion general

La agroindustria azucarera es una de las principales actividades en la
economia de México; su importancia radica en la superficie sembrada e impacto
socioeconomico a nivel local y nacional. La superficie sembrada de cafia de azucar
en México es de 828,609 hectareas (SIAP, 2014), para abastecer a 58 ingenios, los
que representan el séptimo lugar en consumo y produccion a nivel mundial. Los
principales estados productores con ingenios azucareros a nivel nacional son:
Veracruz (22), Jalisco (6), San Luis Potosi (4), Tamaulipas (2), Oaxaca (4), Nayarit
(2), Sinaloa (3), Tabasco (3), Chiapas (2), Quintana Roo (1), Michoacan (3), Morelos
(2) Puebla (2), Campeche (1) y Colima (1) (CNIAA, 2015). Morelos es uno de los
estados con menor superficie sembrada, sin embargo, es uno de los que tiene los
mejores rendimientos por hectarea (SAGARPA, 2007; SIAP, 2014).

El cultivo de cafa en diferentes regiones de México se ve afectado por
diferentes problemas fitosanitarios; uno de ellos es la presencia de larvas de varias
familias de coledpteros, que causan dafos al cultivo y que se han catalogado como
plagas de importancia econémica, entre ellos los géneros Phyllophaga Harris,
Cyclocephala Latreille, Paranomala Casey, Dyscinetus Harold, Euetheola Bates,
Macrodactylus Dejean y Ligyrus Burmeister, conocidos en su mayoria como gallinas

ciegas o nixticuiles (Flores, 1994).

Los reportes de dafios mas severos ocasionados por gallinas ciegas se citan
para las zonas productoras de maiz y cafa de azucar. En Tamaulipas se reportan
pérdidas que alcanzan el 48% de la produccion de maiz (Villalobos, 1998) y en
Morelos se reportaron pérdidas equivalentes al 32% para el mismo cultivo (Villalobos
et al. 2001; Nufez-Valdez et al. 2002).

Rodriguez del Bosque y Morén (2011) mencionan que, dependiendo de la
especie de gallina ciega, el ciclo de vida dura de 8 a 16 meses; sin embargo, en
algunos casos puede llegar hasta 24. Las larvas permanecen en el suelo,
especialmente en los primeros 30 cm de profundidad, alimentandose de las raices.
Los dafios se manifiestan con mayor intensidad en los meses de agosto a octubre,
cuando las larvas se encuentran en el tercer instar que es el mas voraz. Los adultos

emergen de sus capsulas y aparecen en los campos de cultivo en el periodo de abril



a junio, que coincide con el inicio y establecimiento de la época lluviosa en Centro
América (Macz et al. 2000).

Los adultos, salen en forma masiva a copular y ponen huevos en grupos de 10
a 14 huevos en el suelo a profundidad de 2 a 10 cm. Cada hembra tiene potencial de
poner hasta 200 huevos, y en estado adulto ambos, el macho y la hembra, pueden
vivir hasta dos meses, cabe senalar que son fuertemente atraidos por la luz artificial,

caracteristica que se aprovecha para su captura.

La intensidad del dafno depende del numero de larvas presentes en la cepa de
cana. Cuando se producen infestaciones severas se observan cepas sin raices, se
reduce la capacidad de absorcion de agua, minerales y nutrimentos, lo que retarda el
crecimiento y limita la produccion. El dafio en las cepas es la pérdida de anclaje, en
consecuencia una disminucion en las poblaciones de tallos de caha en la soca o
rebrote (ASOCANA, 1994). Ademas, las heridas que ocasiona facilitan el ingreso de

agentes infecciosos como bacterias, hongos y nematodos.

Por otro lado la identificacion precisa de las especies del complejo Phyllophaga
(sensu lato) es compleja y se basa en caracteristicas morfologicas exteriores de los
adultos y especificamente de la genitalia de los machos (Luginbill y Painter, 1953)
realizada por taxbnomos especialistas en el grupo, caracteristicas que limitan la
identificacion practica de estas especies, para la implementacion de medidas
fitosanitarias. Por lo anterior el uso de fragmentos del genoma constituyen una
herramienta valiosa en la identificacion de individuos y ha sido ampliamente aplicada
para el estudio de las relaciones filogenéticas de organismos (Baker et al, 1996;
Teletchea et al. 2008). Hebert et al. (2003) sefala que la region del codigo de barras,
del gen citocromo oxidasa subunidad | (COI) constituye un instrumento util para un
sistema de bio—identificacidén global y ha sido utilizado por Doskoncil et al. (2008) para
la identificacidn de adultos y larvas de diversas especies de Phyllophaga en Estados
Unidos. Otro gen mitocondrial que se ha utilizado como marcador molecular y para
analisis filogenéticos en colebdpteros es el gen Citocromo B (Cyt B), debido a la
variabilidad que exhibe a diferentes niveles taxondémicos (lrwin et al. 1991). Por lo
antes expuesto, a continuacion se detallan los objetivos e hipdtesis del presente

trabajo.



Objetivos e hipotesis

Objetivo General

e Determinar y caracterizar morfolégica y molecularmente las especies del
género Phyllophaga (sensu lato) en la zona de abasto del ingenio Emiliano

Zapata, Morelos.

Objetivos Particulares

e Generar una clave dicotémica ilustrada de adultos machos de las especies del
género Phyllophaga.

e Caracterizar los genes COIl y Cyt B de las especies de Phyllophaga
determinadas morfolégicamente.

e Evaluar el atrayente sexual Methyl 2—(methylthio)-benzoate y luz led generada
por una celda solar de manera independiente y en combinacion para la captura

de especies del género Phyllophaga en el cultivo cafia de azucar.

Hipdtesis
a) El género Phyllophaga en la zona de abasto del Ingenio Emiliano Zapata, Morelos

esta compuesto por mas de una especie.

b) Los genes COIl y Cyt B de la mitocondria permitiran una clara diferenciacion entre

las especies de Phyllophaga.

C) ElI compuesto Methyl 2—(methylthio) benzoate, en combinacién con luz led
generada por una celda solar, tiene la capacidad de capturar adultos del género

Phyllophaga en el cultivo de cafia de azucar.
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CAPITULO |. Phyllophaga (COLEOPTERA: MELOLONTHIDAE) EN LA ZONA
CANERA DE MORELOS, MEXICO

Resumen. La identificacion precisa del complejo gallina ciega es complicada y no se
cuenta con claves dicotdmicas de las especies presentes en la zona de produccién
de cana de azucar que permita una rapida identificacion. Por lo que se propuso
elaborar una clave dicotomica ilustrada de machos con los caracteres diagnosticos
de las especies de Phyllophaga presentes en Morelos. Se realizaron colectas con
trampas tipo embudo con luz blanca dentro del cultivo de cafia de azucar y capturas
manuales en zonas aledanas, en el periodo marzo 2013 a julio 2015. La separacion
a subgéneros, grupos y complejos de especies fue principalmente con base en las
caracteristicas de las mesotibias, ufias, cobertura setifera y segmentos antenales, en
tanto que la morfologia de la genitalia permitié la separacion de especies. De cada
especie se realizé una lamina con las fotografias de los caracteres diagndsticos.
Finalmente, se elabord una clave dicotdmica ilustrada para los machos del género

Phyllophaga encontrados en la zona.

1.1 Introduccién

La produccion de cafa de azucar en diferentes regiones en México se ve
afectada por diversos insectos, ente ellos las larvas de los coledpteros de los géneros
Phyllophaga Harris, Cyclocephala Latreille, Paranomala Casey, Dyscinetus Harold,
Euetheola Bates, Macrodactylus Dejean y Ligyrus Burmeister, la mayoria conocidos
como gallinas ciegas o nixticuiles (Flores, 1994). En Morelos se han citado a
Phyllophaga obsoleta (Blanchard), P. brevidens (Bates), P. vetula (Horn), P. setifera
(Burmeister), P. pruinosa (Blanchard), P. lenis (Horn), P. ravida (Blanchard), P.
fulviventris (Moser) y P. ilhuicaminai Morén, como plagas potenciales para la cafia de
azucary el maiz (Rodriguez del Bosque y Morén, 2011). En 1998, 20,451 ha de varias
localidades del estado de Morelos sufrieron pérdidas equivalentes al 32% del grano
de maiz y se estimd que en todo el estado se perdieron casi 32 mil toneladas del
cereal, valoradas en 57 millones de pesos a causa de la gallina ciega (Villalobos et
al. 2001; Nufez-Valdez et al. 2002). Sin embargo, son pocos los estudios que se han
realizado para conocer aspectos basicos como la identidad, importancia econémica y

biologia de las especies asociadas al cultivo de cafia de azucar, debido



principalmente a que los estados inmaduros, quienes causan los dafos a plantas,
socas Yy resocas, tienen una distribucion heterogénea, ciclos de vida anuales o
bianuales (Flores, 1994; Riees y Flores, 1976; Rodriguez del Bosque y Moron, 2011)
y a que en muchos de los casos los productores no relacionan los inmaduros con los
adultos, desconociendo el impacto econdmico de estos insectos en la produccion y
considerando asi a las gallinas ciegas como plagas secundarias. Por otro lado, la
separacion de especies en estados larvarios es complicada por la falta de caracteres
morfoldgicos distintivos, por lo que la identificacion se basa principalmente en la

taxonomia de machos.

Grandes son los esfuerzos que se han hecho para describir la diversidad del
género Phyllophaga (sensu lato), los estudios taxonémicos y faunisticos sobre este
grupo en el estado de Morelos estan documentados por Deloya (1993), Deloya et al.
(1988, 1993, 1995), Deloya y Mordn (1994, 1998), Moron et al. (1977), Aragon y
Morén (2003), Moron (2004), y Rodriguez del Bosque y Morén (2011) en los que
principalmente se describen los taxa; sin embargo, la informacién esta fragmentada y
no hay claves ilustradas que permitan una clara y precisa identificacion taxondmica
del género para el estado, que sea la base para la identificacion molecular, que mas
adelante apoyen la identificacién de larvas presentes en las raices de cafia de azucar,
para el desarrollo de estrategias de manejo en el cultivo. Por lo anterior y
considerando que la identificacion de las especies constituye el primer paso en los
programas de manejo integrado de plagas (Norris et al. 2003), el presente trabajo tuvo
como objetivo identificar y describir la morfologia por grupos del género Phyllophaga
y generar una clave dicotdmica ilustrada de los machos adultos para el estado de

Morelos, México.

1.2 Materiales y Métodos
1.2.1 Area de estudio.

La investigacion se realizd en cuatro municipios del estado de Morelos:
Tlaltizapan, Tlaquiltenango, Jojutla y Xochitepec pertenecientes a la zona cafiera de
Morelos, situados en la provincia fisiografica de la Sierra Madre del sur y la depresién
del Balsas, con temperatura media anual de 24 °C y promedio de precipitacién anual
de 917 mm.



1.2.2. Colecta e identificacion.

La captura de adultos de Phyllophaga se realizd con trampas tipo embudo con
luz blanca (16 w) y colectas manuales durante los meses de lluvias que variaron entre

mayo y septiembre de 2013-2015.

Los machos de Phyllophaga se seleccionaron con base en el tipo de uias,
tamafo y coloracién. Los ejemplares con diferentes patrones de variacion se
montaron junto con su genitalia con la metodologia de Moron y Terron (1988). Se
capturaron las imagenes de cada especie y de sus caracteres diagnosticos, con un
microscopio Tessovar de Carl Zeiss® con camara digital para microscopia PAXcam
3%, Las imagenes fueron procesadas en el editor de imagenes GIMP versién 2.8.14.
Para la identificacion se utilizaron los criterios descritos por Moron (1986, 2004). Se
realizé la diagnosis de los grupos identificados y se elabord una clave dicotomica

ilustrada para separar las especies.

1.3 Resultados y Discusion

Se obtuvieron 1,066 adultos machos del género Phyllophaga representantes
de cuatro subgéneros: Phyllophaga, Chlaenobia, Phytalus y Listrochelus, (s. str.), mas
P. ilhuicaminai Morén, especie considerada como incerta sedis, lo que sefiala que la
taxonomia del grupo es complicada. El subgénero Phyllophaga tuvo la mayor
representacion con tres grupos de especies: anodentata, porodera y ravida, cinco
especies P. lenis (Horn), P. brevidens (Bates), P. porodera (Bates), P. fulviventris
(Moser) y P. martinezpalaciosi Mordn, seguida de éstas el subgénero Chalenobia,
grupo vexata, especie P. rezedowskiana (Aragoén y Morén). El subgénero Phytalus
con dos grupos pruinosa y macrocera y dos especies P. hoogstraali Saylor y P.
batillifer (Bates), y finalmente el subgénero Listrochelus, con el grupo cavata, especie

P. riverana Morén (Cuadro 1).

Entre las especies capturadas, las mas abundantes fueron P. lenis, P.
rzedowskiana, y P. brevidens que representan el 84.4% de la colecta. P. lenis tiene
amplia distribucion en los estados de la region occidental, centro y sureste del pais,
P. brevidens se encuentra en el norte y centro de México y P. rzedowskiana
representa un endemismo de la regién. Las otras especies con menor presencia se

han reportado para la zona norte y centro de México (Mordn, et al. 1997).
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Las colectas de adultos de gallina ciega en la zona canera de Morelos, México
durante los tres afos, sefalan la presencia de un complejo de diez especies del
género Phyllophaga, las cuales coinciden con el 50% de las especies reportadas para
el estado por Deloya et al. 1988, 1993, 1995, Deloya y Morén (1994, 1998), Morén et
al. 1977, Aragén y Mordn (2003, 2004), Rodriguez del Bosque y Morén (2011) en
estudios de diversidad. Con base en estos resultados se evidencia la diversidad de
especies del género Phyllophaga, aunque ésta es menor que la que se presenta en

el estado de Morelos.

Por otro lado, la clave dicotomica y las ilustraciones de los caracteres
diagndsticos son una herramienta practica para la identificacion precisa de estas
especies. Es posible que muchos de los ejemplares capturados con la trampa de luz
no se desarrollaran en terrenos cultivados con cafa de azucar, ya que el radio de
atraccion de este tipo de trampas es extenso, y puede incluir terrenos con otro tipo de
cultivos o parcelas con vegetacion silvestre. Sin embargo, este tipo de investigacion
basica permite una correcta identificacion de los adultos de la zona, facilitando el
diagndstico de posibles especies plaga, como base para la correcta identificacion
molecular, y son el fundamento de estudios posteriores de biologia, donde es
indispensable ubicar perfectamente a las especies. Por ello, se sugiere realizar
estudios especialmente con las especies mas abundantes para determinar si sus
larvas son las mas numerosas en suelos caferos, cuales son sus plantas hospederas,
profundidad a la que se encuentran de acuerdo con el tipo de suelo y época del aino,
y duracién de su ciclo de vida, ya que esta informacion es importante para establecer

estrategias de control (Flores, 1994).



Cuadro 1. Phyllophaga (sensu lato) colectados en la zona cafiera de Morelos,

México.
Género Subgénero Grupo Especie Ejemplares

Phyllophaga | Phyllophaga “anodentata” P. lenis 317
“anodentata” P. brevidens 175

“porodera” P. porodera 26

“‘ravida” P. fulviventris 15

“incerta sedis” P. martinezpalaciosi 7

Chlaenobia ‘vexata” P. rzedowskiana 217

Phytalus “pruinosa” P. hoogstraali 65

“macrocera” P. batillifer 31

Listrochelus “‘cavata” P. riverana 22

“‘incerta sedis” | “incerta sedis” P. ilhuicaminai 191
Total 4 7 10 1066

1.3.1 Diagnosis de los grupos de especies representados en el area de estudio
(sensu lato) Moron (1986):

Cavata. Longitud corporal, 11-14 mm. Cuerpo mas ovalado que alargado,
especialmente en las hembras. Color castafio rojizo a castafio amarillento, brillante y
con frecuencia escabriculoso. Quilla del vértice mas o menos definida. Region
posterior del vértice sin puntuacion central. Maza antenal masculina mas larga que el
funiculo. Masa antenal femenina mas corta o tan larga como el funiculo. Labro

profundo y ampliamente hendido, con escasas sedas laterales.

Pronoto densamente punteado, brillante o en pocos casos un poco mate.
Elitros densamente punteados, brillantes o glabros. Pigidio masculino muy convexo,
casi hemiesférico. Pigidio femenino con una depresién apical mas o menos marcada,
que en ocasiones esta flanqueada por procesos dentiformes cortos. Placa anal
masculina estrecha, en ocasiones con una ligera depresion o escotadura mesal. Placa

anal femenina convexa, en algunos casos con escotaduras y depresiones.
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Metatarsos masculinos con escasas sedas ventrales. Ufas masculinas uni-
pectinadas. Unas femeninas dentadas, pectinadas solo hacia atras del denticulo

medio.

Vexata. Longitud corporal de 12-16 mm. Color amarillento pajizo o rojizo.
Antenas formadas por nueve o diez artejos (cuando tienen nueve, el 4° es mas largo
que el 3°). Maza antenal masculina un poco mas larga que el funiculo. Maza antenal
femenina un poco mas corta que el funiculo. Labro un poco excavado y reniforme,

glabro o setifero.

Pronoto brillante, con puntuacion fina, moderada, en ocasiones densa o
ligeramente rugosa. Angulos posteriores del pronto poco obtusos o casi rectos,
doblados o replegados hacia la pleura. Pigidio masculino convexo, generalmente
glabro. Pigidio femenino excavado, surcado o tuberculado generalmente glabro.
Placa anal masculina con forma variable, excavada o casi plana, amplia o estrecha y
con sedas abundantes o escasas. Placa anal femenina convexa o amplia. Todos los
artejos tarsales masculinos mayor o menormente ensanchados y deprimidos
provistos con una cobertura setifera bastante densa y evidente en sus partes

ventrales.

Pruinosa. Longitud corporal de 18-26 mm. Cuerpo ovalado (proporcion largo-
ancho 2.1 a 2:5:1). Color pardo obscuro, castafo rojizo o amarillento. Antenas
formadas por diez artejos (3°, 4° y 5° cortos). Maza antenal masculina mas larga o de
igual longitud que el funiculo. Maza antenal femenina mas corta o de igual longitud

que el funiculo. Clipeo trapezoidal redondeado o un poco bilobulado.

Pronoto y élitros aterciopelados, setiferos o glabros. Pigidio masculino
convexo. Pigidio femenino convexo o ligeramente conico. Vestidura pigidial variable,
abundante vy fina, aterciopelada o ausente. Placa anal masculina poco convexa o

excavada.

Espolon metatibial externo masculino corto y fusionado con el borde de la tibia.
Diente inferior de las ufas tarsales generalmente mayor que la proyecciéon apical

superior. Borde inferior de las ufias liso.

Macrocera. Longitud corporal entre 13-18 mm. Cuerpo ovalado (proporcién

largo-ancho 2 a 2.3: 1). Color pardo obscuro, rojizo o amarillento. Antenas formadas
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por diez artejos (3 a 5 cortos). Maza antenal masculina mas larga o de igual longitud
que el funiculo. Maza antenal femenina de igual longitud que el funiculo. Clipeo

subrectangular o redondeado.

Pronoto y élitros setiferos, ligeramente aterciopelados o glabros. Pigidio
masculino moderadamente convexo. Pigidio femenino convexo, bicalloso o concavo.

Vestidura pigidial escasa o nula. Placa anal masculina convexa, excavada o surcada.

Espoldn metatibial externo masculino libremente articulado con el borde de la
tibia. Proyeccion inferior del apice de las uias tarsales mas corta que la proyeccién

superior. Borde inferior de las ufias liso o aserrado.

Porodera. Longitud corporal de 14-19 mm. Cuerpo ovalado, robusto,
notablemente ensanchado hacia atras. Color castafio oscuro a castafio rojizo, con un
viso blanquecino o grisaceo. Regién dorsal aterciopelada, con sedas erectas mas o
menos esparcidas. Cabeza pequefia en proporcion al protorax, ojos pequefos y poco
prominentes. Clipeo corto, redondeado y ligeramente sinuado. Antenas formadas por
nueve artejos. Maza antenal masculina de igual longitud que el funiculo. Maza antenal
femenina 0.1 veces mas corta que el funiculo. Labro pequefo, reniforme,

ampliamente sinuado.

Pronoto 1.5 veces mas ancho que largo con los bordes laterales redondeados,
poco proyectados en su porcidon media; puntuacién circular, amplia y moderadamente
densa; angulos anteriores prominentes y aguzados; angulos basales obtusos bien
marcados. Pigidio masculino y femenino poco convexo, con cobertura setifera
abundante y mixta. Placa anal masculina, estrecha, excavada, con un reborde
posterior sinuado o escotado. Placa anal femenina convexa y provista con sedas.
Vestidura mesal de los esternitos escasa, corta y fina sobre una delicada cubierta

aterciopelada.

Ambos espolones metatibiales masculinos articulados. Uias masculinas y
femeninas semejantes, con el denticulo intermedio corto, semitriangular y mas o
menos equidistante de los extremos. Parameros cortos, cortos fusionados en anillo.
Edeago con soporte esclerosado, muy ornamentado con placas y grupos de sedas

macroscopicas erectas.
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Ravida. Longitud corporal de 12-14 mm. Cuerpo alargado un poco ensanchado
hacia atras. Color amarillento rojizo o pardo-rojizo. Region dorsal brillante con
frecuencia con sedas variables en longitud, distribucién y densidad. Cabeza pequefa
en proporcion con el protorax, ojos grandes poco prominentes. Clipeo trapezoidal
redondeado, concavo con puntuaciéon variable. Antenas formadas por diez artejos.
Maza antenal masculina 2.6 a 1.3 veces mayor que el funiculo. Maza antenal
femenina tan larga como el funiculo o 1.2 veces mayor. Labro reniforme, estrecho y

poco prominente.

Pronoto 1.6 veces mas ancho que largo, con los bordes laterales poco
proyectados en su porcion media; puntuacion pequefa pero bien marcada, con
densidad y distribucion variable; angulos posteriores casi rectos y un poco
proyectados o ligeramente obtusos y redondeados. Pigidios masculino y femenino
convexos, prominentes hacia el apice, con vestidura variable pero siempre presente.
Placa anal masculina someramente excavada, acanalada o casi plana. Placa anal

femenina convexa. Vestidura mesal de los esternitos escasa a muy abundante.

Ambos espolones metatibiales articulados. Ufias con la base dilatada y el
diente intermedio largo y afilado, flanqueado por escotaduras profundas, o corto y
desplazado cerca de la dilatacion basal. Las uhas exteriores de los mesotarsos
masculinos presentan la porcién apical recurvada, de tal modo que el diente
intermedio sobresale lateralmente deformando el conjunto. Parameros cortos y
fusionados disto-ventralmente. Edeago ornamentado con sedas largas y gruesas, o

con un soporte esclerosado voluminoso.

Complejo 1, dasypoda. Longitud corporal: 16-23 mm. Unas externas de los
mesotarsos masculinos poco con el diente apical extendido y el diente intermedio

corto, poco sobresaliente.

Anodentata. Longitud corporal de 13-20 mm. Cuerpo ovalado, robusto,
notablemente ensanchado hacia atras. Color pardo obscuro, pardo rojizo, castano
rojizo, castafo amarillento, y frecuentemente con un viso grisaceo o blanquecino.
Region dorsal cubierta con sedas largas y cortas muy abundantes. Mas notorias en
la mitad anterior, y en ocasiones con una cubierta aterciopelada muy fina. Cabeza
pequefia en proporcion con el protérax, ojos grandes poco prominentes. Clipeo corto,

redondeado, casi hemicircular, en ocasiones con el borde anterior ligeramente

13



sinuado. Antenas formadas por 10 artejos. Maza antenal masculina de igual longitud
o hasta dos veces mas larga que éste. Maza antenal femenina, con longitud

equivalente al funiculo. Labro reniforme, poco excavado, setifero, poco prominente.

Pronoto 1.5-1.7 veces mas ancho que largo, con los bordes laterales
moderadamente proyectados en su porcion media; puntuacion en general circular,
muy fina y muy densa setifera, aunque en ocasiones es tosca; angulos anteriores
prominentes y aguzados o poco notables y redondeados; angulos posteriores obtusos
pero bien marcados. Pigidio masculino poco convexo; pigidio femenino convexo y un
poco prominente apicalmente, cobertura setifera abundante o escasa, pero siempre
presente, eventualmente con cubierta aterciopelada. Placa anal masculina con un
reborde anterior que alcanza los extremos laterales, y cuya parte mesal presenta una
escotadura, un seno, o un proceso bilolado o bidentado; en otros casos este reborde
solo estd marcado hacia los lados. Placa anal femenina convexa. Vestidura mesal de

los esternitos variable, escasa a muy abundante pero siempre corta y fina.

Ambos espolones metatibiales masculinos articulados. UfAas masculinas vy
femeninas similares con el denticulo intermedio corto, semitriangular y
frecuentemente un poco aproximado hacia la pequena dilatacion basal. Parameros
cortos, fusionados en anillo con una pequefa proyecciéon bidentada ventral y
denticulos latero-distales simétricos. Edeago esclerosado muy ornamentado con

espinas, sedas y un filamento recurvado ligeramente asimétrico en algunas especies.
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1.3.2 Clave para separar los machos del género Phyllophaga de la zona cafiera

de Morelos, México

IMachos con URas UNIdentadas. ......ooooiiiiiiiii e 5
1’Machos con ufas de forma variable. ... 2
2 Unas bifidas o hendidas, sin carina en el VerteX.......ooooeeooieeii i, 3

2’Unas aserradas (Fig. 1C), con una carina en el vertex (Fig. 1B), de aspecto pruinoso
(Fig. 1A). Longitud corporal de 13 mm aprox. Capsula genital masculina con
parameros cortos (Fig. 1D), fusionados dorsalmente (Fig. 1E) y excavados en vista
lateral (Fig. 1D), con apices en forma de paletillas curvadas hacia afuera en vista distal
(Fig. 1F). Edeago con un soporte esclerosado, ensanchado y con el apice recurvado

hacia abajo.............ccoooiii P. (Listrochelus) riverana
3 Cuerpo ovalado, pardo oscuro, dorso con aspecto variable................................ 4

3’Cuerpo alargado, amarillento, dorso siempre glabro, brillante (Figs. 2A-B).
Puntuacion en clipeo, pronoto y élitros (Fig. 2A). Longitud corporal: 12-12.5 mm. UAas
hendidas con el denticulo inferior mas corto que el superior (Fig. 2C). Capsula genital
masculina con parameros simétricos (Fig. 2F), fusionados dorsoventralmente (Fig.
2E), con los apices aplanados en vista lateral y dirigidos hacia adelante (Fig. 2D).
Edeago con soporte tubular esclerotizado, con tres proyecciones apicales agudas,
una de ellas notablemente ensanchada en su base y dirigida hacia abajo (Fig.

2D ) P. (Chlaenobia) rzedowskiana

4 Espolon metatibial fusionado con el borde de la tibia, corto y recurvado. Cuerpo
ovalado, el dorso aterciopelado (Fig. 3A). Longitud corporal: 20 mm (Fig. 3B). UAas
bifidas (Fig. 3C). Capsula genital masculina con los parameros fusionados
dorsoventralmente (Fig. 3F). En vista lateral (Fig. 3D), apices aplanados, dirigidos
hacia el frente, curvados, convergiendo ventralmente pero con las puntas libres (Fig.
3F). Edeago sacular con un &rea apical de aspecto escamoso (Fig. 3E).

........................................................................... P. (Phytalus) hoogstraali

4’Espolon metatibial articulado con el borde de la tibia. Diente inferior de las ufas

notablemente mas corto que el diente inferior (Fig. 4C). Clipeo subrectangular, muy
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prominente con aspecto de pala en vista dorsal (Fig. 4A). Longitud corporal 21 mm
(Fig. 4B). Genitalia con los parameros fusionados dorsoventralmente, con los apices
convergentes y curvados hacia abajo en vista lateral (Figs. 4D, 4F). Edeago
esclerosado en la base (Fig. 4E) y sacular en la mitad apical, con una espicula dorsal
recurvada y un proceso simétrico escamoso, ambos en el apice (Figs. 4D-E).
.................................................................................. P. (Phytalus) batillifer

5 Con 9 artejos antenales, color pardo amarillento, notablemente ensanchadas hacia
atras (Fig. 5A). Longitud del cuerpo 14 mm (Fig. 5B). Ufas dentadas, con el denticulo
en la mitad basal (Fig. 5C). En vista distal, genitalia con parameros cortos, delgados,
convergentes en su apice (Fig. 5F), con proyecciones laterales afiladas fuertemente

orientadas hacia atras (Figs. 5D, 5F). Edeago con soporte esclerosado, con un

proceso setifero largo preapical (Figs. 5D-E). ................ P. (Phyllophaga) porodera
5’Con 10 artejos antenales. ..........oouiriiiiii i 6
6 Ufias asimétricas, deformadas. ......... ..ot 7
6’ UNAS SIMEIIICAS. ...t 8

7 Machos solo con las uias mesotarsales deformadas (Fig. 6D). Unas protarsales y
metatarsales no deformadas (Fig. 6C). Pronoto y élitros glabros y brillantes (Fig. 6A-
B). Parameros fusionados disto-ventralmente (Figs. 6E-F) cortos y ensanchados en
vista lateral (Fig. 6E), con proyecciones dirigidas hacia adelante. En vista dorsal,
edeago corto con un soporte bifurcado y una espina dorso apical (Fig. 6F).

...................................................................................... P. (Phyllophaga) fulviventris

7’Machos con los tres pares de ufias deformadas (Fig. 7C). Color pardo amarillento,
aspecto dorsal rugopunteado (Fig. 7A). Longitud corporal: 24-26 mm (Fig. 7B).
Genitalia con parameros ensanchados, fusionados dorsoventralmente, convergentes
(Figs. 7E-F), con proyecciones apicales puntiagudas, recurvadas ventralmente (Fig.
7D). Edeago sacular sin ornamentos (Fig. 7E)... P. (Phyllophaga) martinezpalaciosi

8 Denticulo de las uias tarsales corto, en ocasiones apenas visible, con dientecillos
en todo el borde inferior (Fig. 8C). Con nueve artejos antenales de color pardo
amarillento con el dorso glabro (Fig. 8A-B). Genitalia con parameros cortos,

fusionados dorsoventralmente con una proyeccion puntiaguda frontal a cada lado y
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una proyeccion bidentada ventral y proyectada caudalmente (Fig. 8F). Edeago con un
soporte esclerosado semitubular con un ornamento tubular dorsal, alargado con setas

apicales (Fig. 8D-E). ..o P. (incerta sedis) ilhuicaminai

8’Denticulo de las ufias largo y claramente visible, sin dientecillos en el todo borde

(01 (=] 1o ] AT 9

9 Placa anal con dos denticulos en el borde anterior, sin un area granulosa en el
penultimo segmento abdominal. Color pardo rojizo, cuerpo ovalado (Fig. 9A). Dorso
con sedas largas (Fig. 9B). Ufias dentadas con el diente ubicado en posicion basal
(Fig. 9C) Longitud corporal 18 mm. Genitalia con parameros cortos fusionados
dorsoventralmente, con los apices convergentes y con una proyeccion bidendetada,
aguda, orientada hacia abajo (Fig. 9F). Edeago semitubular esclerosado con dos
proyecciones laterales orientadas caudalmente y un flagelo en posicién dorso-apical,
largo, recurvado y espinoso el apice (Figs. 9D-E).

................................................................................ P. (Phyllophaga) lenis

9’Placa anal sin denticulos, con un area granulosa en el penultimo segmento
abdominal. Color pardo rojizo, cuerpo ovalado (Fig. 10A). Longitud corporal 18 mm.
Dorso con sedas cortas (Fig. 10B). Uhas dentadas, recurvadas con el diente en
posicion basal (Fig. 10C). Genitalia con parameros cortos fusionados
dorsoventralmente (Fig. 10F), con los apices convergentes, con una proyeccion
bidentada ventral orientada caudalmente y una notable proyeccion a los lados, que
en vista lateral da un aspecto bifurcado (Fig. 10D). Edeago semitubular,
medianamente esclerosado con un ornamento preapical recurvado y setoso en el

apice (Fig. 10D-E). ...o.oiiii e P. (Phyllophaga) brevidens
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APENDICE 1
Imagenes de las estructuras diagnosticas mas relevantes de las especies de

Phyllophaga de la zona cafiera de Morelos, México.

Figura 1. P. riverana macho, A) vista dorsal, B) vista lateral, C) vista lateral de la ufia
protarsal, D) vista lateral de la genitalia, E) vista dorsal de la genitalia, F) aspecto distal
de los parameros.

imm

Figura 2. P. rzedowskiana macho, A) vista dorsal, B) vista lateral, C) vista lateral de
la ufia protarsal, D) vista lateral de la genitalia, E) vista dorsal de la genitalia, F)
aspecto distal de los parameros.
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Figura 3. P. hoogstraali macho, A) vista dorsal, B) vista lateral, C) vista lateral de la
ufa protarsal, D) vista lateral de la genitalia, E) vista dorsal de la genitalia, F) aspecto
distal de los parameros.

Figura 4. P. batillifer macho, A) vista dorsal, B) vista lateral, C) vista lateral de la ufia
protarsal, D) vista lateral de la genitalia, E) vista dorsal de la genitalia, F) aspecto distal
de los parameros.
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0.5mm

Figura 5. P. porodera macho, A) vista dorsal, B) vista lateral, C) vista lateral de la uha
protarsal, D) vista lateral de la genitalia, E) vista dorsal de la genitalia, F) aspecto distal
de los parameros.

Figura 6. P. fulviventris macho, A) vista dorsal, B) vista lateral, C) vista lateral de la
ufia protarsal, D) vista lateral de la ufia mesotarsal, E) vista lateral de la genitalia, F)
vista dorsal de la genitalia, G) aspecto distal de los parameros.
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1lmm

Figura 7. P. martinezpalaciosi macho, A) vista dorsal, B) vista lateral, C) vista lateral
de la ufa protarsal, D) vista lateral de la genitalia, E) vista dorsal de la genitalia, F)
aspecto distal de los parameros.

Figura 8. P. ilhuicaminai macho, A) vista dorsal, B) vista lateral, C) vista lateral de la
ufa protarsal, D) vista lateral de la genitalia, E) vista dorsal de la genitalia, F) aspecto
distal de los parameros.

23



Figura 9. P. lenis macho, A) vista dorsal, B) vista lateral B) vista lateral de la ufia
protarsal, D) vista lateral de la genitalia, E) vista dorsal de la genitalia, F) aspecto distal
de los parameros.

1mm

Figura 10. P. brevidens macho, A) vista dorsal, B) vista lateral, C) vista lateral de la
una protarsal, D) vista lateral de la genitalia, E) vista dorsal de la genitalia, F ) aspecto
distal de los parameros.
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CAPITULO Il. CARACTERIZACION DE LOS GENES COl Y Cyt B DE LA
MITOCONDRIA PARA LA IDENTIFICACION DE ESPECIES DE Phyllophaga
(COLEOPTERA: MELOLONTHIDAE) DE MORELOS, MEXICO

Resumen. La identificacion del complejo gallina ciega se basa en caracteristicas
morfolégicas de machos, por lo que una herramienta que facilita la identificacion de
estados inmaduros es la amplificacién de fragmentos del genoma. Con el objetivo de
identificar y generar secuencias de los genes Citocromo Oxidasa | (COl) y Citocromo
B (Cyt B) de la mitocondria que permitan la identificacion de estados inmaduros y
adultos de siete de diez especies de Phyllophaga, colectadas en la zona de abasto
del Ingenio Emiliano Zapata, Morelos, se realizaron colectas de adultos del género
Phyllophaga con trampas de luz blanca y colectas manuales en el periodo marzo-
julio, 2013-2015. Las especies se determinaron morfolégicamente, se realizd la
extraccion de DNA de cada una de las especies y se amplificaron y secuenciaron los
genes COIl y Cyt B de siete especies. Los resultados sefialan que de los genes
analizados, el gen Citocromo B (Cyt B), soporta la filogenia morfologica a nivel de

género y subgénero, no asi el gen Citocromo Oxidasa | (COl).

2.1 Introduccioén

La identificacion del complejo Phyllophaga (sensu lato) es compleja y se basa
en caracteristicas morfolégicas exteriores y genitalia de machos adultos (Luginbill y
Painter, 1953), que realizan taxbnomos expertos en el grupo, caracteristicas que
limitan la identificacion practica de éstas especies; esto se complica mas en estados
inmaduros, por la similitud en la morfologia de las larvas y falta de caracteres
morfolégicos distintivos, que permitan la separacion de especies, para la
implementacion de estrategias de manejo. Por lo anterior, el uso de pequefos
fragmentos del genoma se utilizan para este propdsito, como una herramienta valiosa
en la identificacion de individuos (Hebert et al. 2003) y ha sido ampliamente aplicada
para el estudio de las relaciones filogenéticas de organismos (Baker et al. 1996;
Teletchea et al, 2008). Hebert et al. (2003) senala que el uso de un fragmento del
ADN mitocondrial de la region del gen citocromo oxidasa subunidad | (COl), constituye
un instrumento util para un sistema de bio—identificacion global, ademas el fragmento

del COIl ha sido elegido como una herramienta estandarizada para taxonomia
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molecular e identificacion de especies (Hebert et al. 2003), debido a que este
marcador molecular es relativamente facil de amplificar, contiene fuertes regiones
conservadas y es altamente variable debido a su elevada tasa de mutacion (Galtier
et al. 2009). Este gen ha sido utilizado por Doskoncil et al. (2008) para la identificacion
de adultos y larvas de diversas especies de Phyllophaga en Estados Unidos, en tanto
que otros autores han utilizado el gen COIll para determinar la relacion de filogenia de
Prodontria spp, un género de escarabajos estrechamente relacionado con
Phyllophaga (Emersony Wallis 1995). Otro gen mitocondrial que se ha utilizado como
marcador molecular para analisis filogenéticos en coledpteros es el gen Citocromo B
(Cyt B) componente indispensable en la cadena respiratoria de la mitocondria
(Mitchell, 1976), debido a la variabilidad que exhibe a diferentes niveles taxondmicos
(Irwin et al. 1991). Meyer et al. (1994) menciona al gen Cyt B como util para la
separacion de complejos de especies y especies morfolégicamente similares. Su uso
en la sistematica y filogenia de insectos estda documentada para otros coledpteros
(Romero-Napoles et al. 2015). Por lo anterior, el propdsito de la presente investigacion
es caracterizar los genes COl y Cyt B de las especies de Phyllophaga, que se
encuentran en la zona de abasto del ingenio Emiliano Zapata, en el estado de
Moleros, y proporcionar una base de datos molecular que permita una rapida

identificacion de los estados inmaduros de estas especies.

2.2 Materiales y Métodos

2.2.1 Caracteristicas del area de estudio. La colecta de insectos del género
Phyllophaga se realizé durante los meses de marzo-julio 2013-2015, con el uso de
trampas tipo embudo de luz blanca (16 watts) y colectas manuales, en cuatro
municipios del estado de Morelos, los cuales se ubican en la zona de abasto del
ingenio Emiliano Zapata en Morelos, México, con climas calidos, humedos y
subhumedos, con temperaturas media anual de 23.5 a 25.5°C (Cuadro 2). Los
insectos capturados se conservaron en refrigeracion (-4°C) hasta su determinacién y

analisis molecular.
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Cuadro 2. Localizacion del area de estudio.

Localidad Municipio Ubicacion Temperatura Precipitacion Clima
anual en °C anual en mm
Santa Rosa | Tlaltizapan 18°43' 06.6" N; 23.5 840 Subhimedo
Treinta 99°10' 50.2" W
Lagunillas Tlalquiltenango | 18°42' 38.5" N; 24 800-1000 Subhumedo
99° 10' 46.5"W
Galeana Jojutla 18° 37' 26.4"N 25 927 Calido
99°13' 00.7" W
Pedro Jojutla 18° 35' 45.6"N 253 927 Calido
Amaro 99°10'14.4"W
Xochitepec | Xochitepec 18°48' 41.1" N; 23.5 840 Célido
99° 11' 17.5W humedo
(INEGI, 2010).
2.2.2 ldentificacion taxonomica. La determinacion taxonémica de las

especies se realizd con base en la morfologia externa y genitalia de machos,
siguiendo la clave dicotdomica para las especies de Phyllophaga del estado de Morelos

(Zaragoza-Ortega et al. 2016) y criterios descritos por Moron (1986-2004).

2.2.3 Extraccién de ADN gendmico. La extraccion total del ADN se obtuvo
individualmente después de la identificacion morfolégica de las especies: P. riverana
Morén, P. rzedowskiana Aragon y Mordn, P. hoogstraali Saylor, P. batillifer (Bates),
(Bates), P.
P.ilhuicaminai Morén, P.lenis (Horn) y P.brevidens (Bates). El torax y las patas de

P. porodera fulviventris (Moser), P. martinezpalaciosi Mordn,
cada especie se maceraron con nitrogeno liquido, posteriormente la extraccién de
DNA se realizd6 con el método del bromuro de cetil-trimetil amonio (CTAB 2%)
elaborado por Murray y Thompson (1980) y publicado en 1987, por Wagner y sus
colaboradores (Wagner et al. 1987). El DNA gendmico se visualizé en un gel de
agarosa tefiido con bromuro de etidio, la cuantificacidon de la concentracion de DNA

se realiz6 con el Nanodrop (Thermo scientific®).

2.2.4 Amplificacién de los genes COIl y Cyt B. Para la identificacion
molecular se obtuvo la secuencia parcial del gen Citocromo oxidasa | (COI) y el gen
citocromo B (Cyt B) para uno o cinco ejemplares de cada una de las especies
identificadas morfolégicamente. La amplificaciéon del gen COI se realiz6 con los
iniciadores LCO1490 (5'-GGT CAA CAA ATC ATA AAGATATTG G-3") y HCO2198
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(5-TAA ACT TCA GGG TGA CCA AAA AAT CA-3') los cuales amplifican un
fragmento de 658 pb (Hebert et al. 2003). El gen Cyt B se amplificé con los
oligonucledtidos CB1 (5°-TAT GTA CTA CCA TGA GGA CAAATATC-3)y CB2 (5°-
ATT ACA CCT CCT AAT TTA TTA GGA AG-3) los cuales amplifican un fragmento
de 460 pb (Delobel et al. 2003). La PCR se realizé para ambos genes individualmente
en una reaccion de 25 L, que contenia 12.5 uL de Gotaq Mastermix 2X (Promega®),
2.5 yL, de cada iniciador (Forward, Reverse) 10 uM y 1.5 uL de DNA templado [100ng/
ML] ajustando el volumen con agua grado biologia molecular. La amplificacion se
realizd en el termociclador (Thermo scientific®). Para el gen COIl el programa fue: un
ciclo inicial de desnaturalizacion a 95°C por 2 min, 30 ciclos de 30 seg a 95°C,
alineamiento a 51°C por 50 seg y extension a 72°C por 1 min y un ciclo de extension
final a 72°C durante 5 min. Para el gen Cyt B, se modifico la temperatura de
alineamiento a 50°C. Los productos de PCR se visualizaron en gel de agarosa al 1%
en TBE 1X teAido con bromuro de etidio. Los productos amplificados positivos se
enviaron a la compafia Macrogen (Korea) para su secuenciacién en ambos sentidos

con los oligonucleotidos empleados en la amplificacion inicial.

2.2.5 Andlisis de secuencias. Las secuencias obtenidas fueron ensambladas
con el programa Sequencher 5.4.1 (2016) Gene Codes y alineadas con el programa
Clustar W implementado en el programa MEGA 6.06 (Tamura et al. 2015). La
comparacién con otras secuencias se realizo a través de un BLASTN (The Basic Local
Alignment Search Tool) en la base de datos NCBI (Nucleotide) por género y gen
analizado, de donde se obtuvieron 29 secuencias de especies de Phyllophaga de la
region de codigo de barras del gen COI para la reconstruccion filogenética y una
secuencia como outgroup. Se realizo la lectura de nucleétidos y aminoacidos de las
secuencias COl y Cyt B, empleando el cddigo genético de la mitocondria de
invertebrados, posteriormente se ejecutd una prueba de modelos de sustitucién de
nucleotidos en MEGA 6.06. La reconstruccion de la filogenia de cada gen se realizd
con el método de Maxima verosimilitud (ML) el modelo de sustitucion de nucledtidos
que se obtuvo para el gen COI fue el General Tiempo Reversible con distribucion
gama y sitios invariables (GTR+G+l), en tanto que para el gen Cyt B fue el General
Tiempo Reversible mas distribucion gama (GTR+G). El modelo de sustitucion de
aminoacidos para el gen COl fue Jones Taylor Thornton y distribucion gama (JTT+G),

en tanto que para el Cyt B fue Hasegawa Kishino Yano y sitios invariables (HKY + I).
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En ambos casos se realizaron 500 repeticiones de bootstrap (Felsenstein, 1985). Los
arboles para ambos casos se generaron con raiz, utilizando a la especie Caryedon
gonagra con numero de acceso KP216604 (GEN COI) y KP226600 (Cyt B).

2.3. Resultados y Discusidn

2.3.1 Identificacion taxondmica. De las colectas realizadas durante tres afios
(2013-2015) en la zona de abasto del Ingenio Emiliano Zapata, se determiné la
presencia de un complejo de diez especies del género Phyllophaga: P. riverana
Morén, P. rzedowskiana Aragon y Mordn, P. hoogstraali Saylor, P. batillifer (Bates),
P. porodera (Bates), P. fulviventris (Moser), P. martinezpalaciosi Moron,
P.ilhuicaminai Moron, P.lenis (Horn) y P.brevidens (Bates), representantes de cuatro

subgéneros: Phyllophaga, Chlaenobia, Phytalus y Listrochelus.

2.3.2 Estudio molecular. El analisis comparativo entre las secuencias que se
obtuvieron y las que estan depositadas en la base de datos de NCBI de los dos genes
estudiados en el presente estudio para el género Phyllophaga sehala que el gen
Citocromo Oxidasa | es el que se encuentra mejor representado. De esta region se
encontraron 160 secuencias que corresponden a 27 especies con una cobertura
aproximada del 90% y 84% de similitud. La mayoria de las especies registradas en
el banco de genes no se encuentran reportadas para México y ninguna de las
especies analizadas de Morelos presentd similitud mayor al 90%. Por otro lado, no se
encontraron secuencias del gen Cyt B para este género. El grupo de comparacion
para la reconstruccién filogenética de ambos genes fue la especie Caryedon gonagra

(Coleoptera: Bruchidae).

En el caso del gen COl, las secuencias resultantes de este estudio comparadas
con las del banco de genes (NCBI) presentan 289 sitios variables y 411 sitios
conservados a nivel de nucleétido, en tanto que a nivel de aminoacidos es de 207

sitios variables y 25 sitios conservados.

Para el gen Cyt B, las secuencias resultantes para las siete especies
analizadas en este estudio, presentan 201 sitios variables y 269 sitios conservados a
nivel de nucleétidos, en tanto que para aminoacidos presentan 44 sitios variables y

112 sitios conservados a nivel de aminoacidos.
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El modelo de sustitucién de nucleétidos para el gen COI del grupo de datos
analizados fue GTR+G+l (General Tiempo Reversible + distribucion gama + sitios
invariables) con un valor del parametro gama de 0.70, que resulté con un score de
9398.239 (BIC). En tanto que para aminoacidos el modelo de sustitucion fue JTT+G
(Jones Taylor Thornton y distribucién gama) con un valor del parametro gama de 1.32
y score resultante de 10132.256 (BIC).

El modelo de sustitucion de nucledtidos para el gen Cyt B del grupo de datos
analizados fue GTR+G (General Tiempo Reversible + distribucion gama) con un valor
del parametro gama de 0.27, que resulté con un score de 3641.081 (BIC). En tanto
que para aminoacidos el modelo de sustitucion fue HKY+ | (Hasegawa Kishino Yano
+ sitios invariables) con un valor de sitios invariables de 0.56 y score resultante de
3639.519 (BIC).

La reconstruccion filogenética para el gen COIl con el método de Maxima
verosimilitud para nucledtidos y aminoacidos no soporta la identidad morfolégica de
las especies del género Phyllophaga estudiadas, obteniendo valores bootstrap por
debajo del 75% (Fig.11-12), El analisis para nucleétidos agrupa las especies de

México no asi el de aminoacidos.
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Figura 11. Reconstruccion filogenética de Phyllophaga de la region Citocromo
Oxidasa | (COIl) (nucledtidos), con el método de Maxima verosimilitud, modelo
General Tiempo Reversible, distribucidon gama vy sitios invariables (GTR+ G+ 1) y 500
repeticiones de Boostrap. Arbol construido con raiz. Literal S=subgénero, G=grupo.
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Figura 12. Reconstruccion filogenética de Phyllophaga de la region Citocromo
Oxidasa | (CQOl) (aminoacidos), con el método de Maxima verosimilitud, modelo Jones
Taylor Thornton y distribucion gama (JTT + G) y 500 repeticiones de Boostrap. Arbol
construido con raiz. Literal S=subgénero, G=grupo.

La reconstruccion filogenética para el gen Cyt B (Fig. 13-14) con Maxima
verosimilitud para nucledtidos y aminoacidos soportan la identidad morfologica en
algunos grupos con niveles =>70% de bootstrap, que senalan que los grupos son
reales, en el sentido de que agrupa las especies a nivel de subgénero y grupos de
Phyllophaga (sensu lato), coincidiendo con la clasificacion taxondmica propuesta por

Moéron (1986) para las especies de Phyllophaga de México y respalda lo que sefala
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Meyer et al. (1994), al sefalar al gen Cyt B es un marcador util para la separacion de

complejos de especies y especies morfolégicamente similares. Es importante senalar

que éste gen fue mas facil de amplificar en comparacion con el COI por lo que podria

ser considerado como una opcidn la identificacion de subgéneros, grupos y especies

de Phyllophaga.

S. Phyliophaga 36

91, P martinezpalaciosi PHY25 _
Inserta sedis

100’—{ P martinezpalaciosi PHY24

57 ‘F’I porodera PHY31 ' G. Porodera

Phyllophaga
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G. Anodentata [

1 00| F. lenis PHY18

G. Ravida P. fulviventris PHY9

S. Chalenobia P. rzedowskiana PHY40

37

S. Listrochelus P riverana Phy22 G- Cavata

G. Macrocera
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46 (
S. Phytalus
99\—{ P. hoogstrali PHY6

94

G. Pruinosa
P. hoogstrali PHY7

Caryedon gonagra KP216600

0.05

Figura 13. Reconstruccion filogenética de Phyllophaga de la regién Cyt B
(nucledtidos), con el método de Maxima verosimilitud, modelo General Tiempo
Reversible y distribucién gama (GTR + G) y 500 repeticiones de Boostrap. Arbol
construido con raiz. Literal S=subgénero, G=grupo.
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Figura 14. Reconstruccion filogenética de Phyllophaga de la region Cyt B
(aminoacidos), con el método de Maxima verosimilitud, modelo Hasegawa Kishino
Yano vy sitios invariables (HKY+l) y 500 repeticiones de Boostrap. Arbol construido
con raiz. Literal S=subgénero, G=grupo.

La informacion que se tiene hasta el momento de los genes COI (codigo de
barras) y Cyt B no permite el uso de la base de datos existente para la identificacion
de las especies presentes en México, por lo que es importante continuar este tipo de
trabajos para construir una base de datos que sea una base para la identificacion de

las especies de del género Phyllophaga presentes en México.

La principal contribucion de este trabajo es la base de datos molecular de las
secuencias que se encuentran en proceso de ser depositadas en base de datos NCBI,
que permitira la identificacion molecular de adultos e inmaduros de estas especies,

usando los genes COl y Cyt B de la mitocondria.

Finalmente para dilucidar la filogenia del grupo Phyllophaga, se sugiere el uso
del gen Cyt B en un mayor numero de especies, para saber si a mayor numero de

taxas los grupos taxondmicos se mantienen e incrementan su nivel de confianza.
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CAPITULO Illl. CAPTURA DE ESPECIES DE Phyllophaga (COLEOPTERA:
MELOLONTHIDAE) CON METHYL 2-(METHYLTHIO)-BENZOATE Y LUZ EN EL
CULTIVO DE CANA DE AZUCAR, MORELOS, MEXICO

Resumen. Se evalué el compuesto Methyl 2-(methylthio)-benzoate, atrayente sexual
de algunas especies de Phyllophaga (F), en combinacion con la luz led (L), para
determinar su capacidad de captura dentro del cultivo de cafia de azucar. Se
evaluaron cuatro tratamientos F, F+L, L y testigo sin atrayente y sin luz (T), con tres
repeticiones, distribuidos bajo un disefio completamente al azar en 1 ha de cultivo, de
marzo a julio de 2014 y 2015, en San Miguel Treinta, Tlaltizapan, Morelos. En cada
tratamiento se evalud el numero de insectos y especies capturadas asi como la
capacidad de atraccion de hembras y machos. El total de individuos capturados por
tratamiento fueron: F= 53, F+L= 280, L= 16, y T= 0. Dos especies del género
Phyllophaga respondieron al compuesto en diferentes proporciones, P. brevidens
(Bates) y P. lenis (Horn). La primera fue la mas abundante con 271 individuos, y de la
segunda se capturaron 55 ejemplares, las cuales difieren de las senaladas por otros
autores. Ademas en las trampas con F+L se registré un mayor numero de hembras
que la luz sola. Los resultados sefialan que la combinacion de Methyl 2-(methylthio)-
benzoate y luz led, puede ser un método selectivo para el manejo de estas especies

de importancia agricola, al tener la capacidad de atraccién de hembras y machos.

3.1 Introducciodn

Los coledpteros del género Phyllophaga (sensu lato), conocidos comunmente
como mayates de mayo o gallinas ciegas en estado larvario, constituyen una plaga
importante en varios cultivos. Los adultos atacan el follaje de numerosos cultivos,
aunque los estados inmaduros tienen mayor importancia econdémica, puesto que se
alimentan de la raiz y ocasionan marchitamiento y muerte de las plantas (Moron,
1986, Riees y Flores, 1976). Los reportes de dafios mas severos ocasionados por
gallinas ciegas se citan para las zonas productoras de maiz y cafia de azucar. En
Tamaulipas se reportan pérdidas que alcanzan el 48% de la produccion de maiz
(Villalobos, 1998), en tanto que en Morelos las pérdidas son equivalentes al 32% en
el mismo cultivo (Villalobos et al. 2001; Nunez-Valdez et al. 2002). Por esto, es

necesario realizar un manejo integrado, en donde el control etolégico puede ser una
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alternativa prometedora para el manejo de esta plaga. Esta técnica aprovecha el
comportamiento de los insectos en respuesta a la presencia de un estimulo de

naturaleza fisica, quimica o mecanica (Wood-Gush, 1983).

La comunicacion quimica por feromonas y atrayentes para coledpteros es
ampliamente reconocida, y hay una gran diversidad de compuestos, basados
principalmente en derivados isopropenoides, acidos grasos y aminoacidos (Tillman et
al. 1999). En particular para el género Phyllophaga la base de datos de feromonas y
semioquimicos (Pherobase) cita 20 compuestos, entre ellos los acidos palmitico,
linoleico y estearico; ademas de 1- octadecanol, 11-n-deciltetracosano (Romero-
Lopez, 2003), ester metil de L-isoleucina (Zhang et al. 1997; Leal et al. 2003, Nojima
et al. 2003), y Methyl 2—(methylthio)-benzoate (Robbins et al. 2003, Robbins et al.
2006, Robbins et al. 2011, Morales-Rodriguez et al. 2011).

Por otro lado el uso de trampas de luz es una técnica ampliamente conocida
para la captura de melolonthidos adultos (Alcazar- Ruiz et al. 2003, Aragén-Garcia et
al. 2008, Lugo-Garcia et al. 2011, Hernandez- Cruz et al. 2014); sin embargo, este
tipo de trampas esta asociado a corriente eléctrica o al tiempo de duracion de las
baterias, lo que dificulta su uso en campo, donde comunmente se carece de energia
eléctrica y el uso de baterias requiere de cambios diarios, o que incrementa los costos
de operacion. Por lo anterior el uso de trampas de luz donde la fuente de energia son
celdas solares, pueden ser una alternativa econdmica, practica y ecoldégicamente
viable para la captura de estos insectos de interés econdmico y ecolégico. Por lo
anterior el objetivo del presente trabajo fue evaluar el atrayente sexual Methyl 2—
(methylthio)-benzoate y luz led generada por una celda solar de manera
independiente y en combinacion para la captura de especies del género Phyllophaga,

en el cultivo cafa de azucar.

3.2 Material y Métodos
3.2.1 Caracteristicas del area de estudio. La investigacion se realizé en la

localidad de San Miguel Treinta, Tlaltizapan, Morelos, ubicado geograficamente en
18° 43' 06.6" N; 99° 10' 50.2" W, a una altitud de 990 msnm, con clima calido
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subhumedo, temperatura media anual de 23.5°C, una precipitacion pluvial de 840

milimetros anuales y el periodo de lluvias es de junio a octubre (Fig. 1) (INEGI, 2010).

3.2.2 Tratamientos. Las trampas que se utilizaron en el estudio se elaboraron
con bandejas de plastico de 5 L y de 35 cm de diametro, sobre las cuales se colocaron
tapas de plastico de similar diametro sostenidas con tiras de aluminio de 2.5 cm de
ancho que permitieron una separacion entre estas de 20 cm. En la parte central de
las tapas se perford un circulo de 6 cm de radio, en donde se inserto la lampara led
de (1.2 volts) con una celda solar de 5.4 x 4 cm. En las trampas cebadas con el

atrayente sexual, el liberador se coloco en la parte inferior de la tapa (Fig. 15).

Figura 15. Sistema para la captura de Phyllophaga F+L.

Para las trampas cebadas se emplearon liberadores de caucho rojo con 1 mg
de Methyl 2-(methylthio)-benzoate (Santa Cruz Biotechnology). Los liberadores se
guardaron en bolsas de polietileno a -20°C, hasta el momento de su uso. Durante el
periodo de colecta se coloco agua con detergente en la tina para retener los

ejemplares colectados.

Los tratamientos que se evaluaron fueron: Methyl 2—(methylthio)-benzoate,
atrayente sexual de Phyllophaga (F), luz (L), F+L y testigo sin atrayente y sin luz (T).
La variable evaluada fue el numero de Phyllophaga adultos colectados por especie.
La muestra colectada se conservd en alcohol para su separacion morfoespecifica,
montaje y determinacion especifica. El atrayente sexual se cambié cada 30 dias. Se
realizé un disefio completamente al azar, con cuatro tratamientos y tres repeticiones
evaluados en dos periodos de marzo-julio 2014-2015 con ocho fechas cada uno, en

una hectarea de cultivo de cana de la variedad MY 55-14. Los datos obtenidos se

40



sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) con 95% de confiabilidad (a=0.05), y

comparacién de medias de Tukey (a=0.05), en el programa SAS version 9.0.

3.3 Resultados y Discusion

Durante los dos afos de colecta en el area de estudio se obtuvo un total de
349 adultos del genero Phyllophaga; el 6.6% fueron hembras y el 93.4% machos. Las
especies capturadas fueron P. brevidens y P. lenis (Horn) (Bates), ambas del género
Phyllophaga, subgénero Phyllophaga, grupo anodentata (Zaragoza-Ortega et al.
2016). El marcado predominio de la primera especie citada puede notarse en el anexo
2. El nimero de capturas por afio, tratamiento, especie y sexo fueron variables. En
2014 se capturaron 255 ejemplares; de éstos, 205 fueron de P. brevidens, 35 de P.
lenis machos y 15 hembras no determinadas hasta el momento (nd), mientras que en
2015 se obtuvieron 94 adultos; 66 fueron de P. brevidens, 20 P. lenis, y 8 hembras
nd.

Las capturas por tratamiento fueron: F=53 (46 P. brevidens y 7 P. lenis),
F+L=280 (216 P. brevidens, 47 P. lenis y 17 hembras nd), L=16 (9 P. brevidens, 1 P.
lenis, y 6 hembras nd), T= 0 (Fig. 16-17).

300

250
200
150
100
50 ,—\
0

F+l F L T

Figura 16. Capturas totales de Phyllophaga (sensu lato) por tratamiento en
Tlaltizapan, Morelos.
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Figura 17. Capturas totales de Phyllophaga por especie, sexo y tratamiento en
Tlaltizapan, Morelos.

El anadlisis de varianza (ANOVA) sefala diferencias significativas al P<0.05
entre tratamientos. En donde el tratamiento con F+L (atrayente sexual + luz) resulté
ser el mas eficiente de todos los tratamientos evaluados para la captura de

Phyllophaga. En tanto que la L, F y T fueron estadisticamente iguales (Cuadro 3).

Cuadro 3. Analisis de varianza entre tratamientos de capturas de Phyllophaga en los

periodos de muestreo (marzo-julio 2014, 2015), en Tlaltizapan, Morelos.

Tratamiento Media r Agrupacion Tukey
F+ L 5.833 48 A
F 1.104 48 B
L 0.333 48 B
T 0.000 48 B

Literal mayuscula distinta en la misma columna son diferentes (p<0.05)

Los resultados de los tratamientos evaluados sefialan que Methyl 2—
(methylthio)-benzoate es un compuesto de atraccion exclusivo de machos del género
Phyllophaga. Esto coincide con los resultados obtenidos por Robbins et al. (2011) y
Morales-Rodriguez et al. (2011), que senalan que este compuesto tiene capacidad de
atraccion para mas de una especie. Las especies capturadas en el estado de Morelos,
P. brevidens y P. lenis, son diferentes a las citadas en otras regiones de América, en
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donde con el mismo compuesto se capturaron a P. crinita en Dallas, Texas, especie
de la cual se identificd el compuesto (Robbins et al. 2003), P. tristis en Greensburg,
Kansas, P. apicata de Gainesville, Texas en Estados Unidos (Robbins et al. 2011), y
a P. menetriesi y P. lissopyge en Sudamerica (Morales-Rodriguez et al. 2011), todas
pertenecientes al género Phyllophaga y la mayor parte de las especies citadas aqui

estan incluidas en el grupo anodentata.

Estos resultados hasta el momento sehalan que el compuesto Methyl 2—
(methylthio)-benzoate puede ser utilizado como una alternativa de captura selectiva,
para la deteccién de P. brevidens y P. lenis. Por otro lado, la fototaxis positiva para
la captura de adultos de gallina ciega estda ampliamente documentada para
melolonthidos (Alcazar-Ruiz et al. 2003, Aragdn-Garcia et al. 2008, Lugo-Garcia et al.
2011, Hernandez- Cruz et al. 2014), aunque, el uso de trampas de luz con lamparas
led donde la energia es abastecida con celdas solares en combinacidn con atrayentes
sexuales no se han reportado para este grupo. Durante los dos afos evaluados, se
observo que la combinacion de Methyl 2—(methylthio)-benzoate con luz led muestran
un efecto sinérgico, con un notable incremento en el nUmero de capturas con respecto
a los dos tratamientos independientes. La capacidad de captura del atrayente sexual
y la luz se multiplico 5.2 veces en comparacién con el uso exclusivo del atrayente y
17.5 veces usando luz. Resultados similares con ésta metodologia se han observado
en otros insectos (Monserrat, 2008). Por otro lado la capacidad de captura de
hembras se incrementé con respecto a la luz led sola, por lo que el uso de F+L puede
ser una alternativa selectiva, ecoldgica, econdmica y de facil manejo de estas
especies, reportadas como plagas potenciales para el cultivo de cafia de azucar y
maiz (Rodriguez del Bosque y Mordn, 2011), debido a que en el estudio sobre las
especies de Phyllophaga en la misma zona cafera de Morelos y durante los mismos
afios senalan mayor diversidad de especies de Phyllophaga presentes en la zona
(Zaragoza-Ortega et al. 2016).

En conjunto los resultados derivados de la investigacion, sehalan que el
atrayente sexual y la luz led tienen mayor capacidad de captura. La combinacion de
ambos métodos permite no solo la colecta de machos de dos especies de importancia
agricola, sino también la de hembras, por lo que su uso con fines de manejo puede

tener una mayor eficiencia.
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Finalmente, la respuesta de mas de una especie de Phyllophaga en diferentes
regiones geograficas a Methyl 2—(methylthio)-benzoate, pudiera proporcionar
informacion util para conocer el proceso de diversificacidn de las especies de este
grupo (Coca- Abia and Robbins, Robbins et al. 2011), ya que la filogenia de éste

geénero es complicada.
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Anexo 2.

Resultados de las capturas de Phyllophaga durante el muestreo marzo-julio
2014, 2015 en Tlaltizapan, Morelos.

Tratamientos T1 T2 T3 T4
FEROMONA LUZ FEROMONA + LUZ TESTIGO
Total
[0
© —_ —
Fecha de 2 2 E 2 E 2
8  muestreo o o @ o 8 S
= 2} > 0 > = N2} > e N2} S
D c [ c [ o c ) o) c 9]
o . Q Q S @ S S Q S IS Q S
(e o 3 . . . . [0 . . [0 . .
< Z € o o o o T o o T o o
1 21 de marzo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 4 de abril 0 1 0 1 0 0 1 0 0 0
3 18 de abril 0 10 0 6 4 0 19 0 0 0
<« 4 08 de mayo 0 0 0 0 0 1 0 0 0 255
Q 5 22 de mayo 0 0 0 0 3 18 4 0 0
6 29 de mayo 2 13 0 1 0 2 90 3 0 0
7 05 de junio 1 1 0 1 6 17 3 0 0
8 19 de junio 4 2 0 0 0 16 12 0 0 0
9 11 de junio 0 1 0 0 0 2 5 0 0 0
10 16 de junio 0 3 0 0 1 13 41 7 0 0
11 24 dejunio 0 3 0 0 0 3 7 0 0 0 94
0 12 29 dejunio 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
8 13 6 dejulio 0 0 0 1 0 2 3 0 0 0
14 13 dejulio 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
15 23 dejulio 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
16 30 dejulio 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Conclusiones generales

1.

El género Phyllophaga en la zona de abasto del Ingenio Emiliano Zapata,
Morelos esta compuesto por un complejo de diez especies: P. riverana, P.
rzedowskiana, P. hoogstraali, P. batillifer, P. porodera, P. fulviventris, P.
martinezpalaciosi, P.ilhuicaminai, P. lenis y P. brevidens, representantes de
cuatro subgéneros: Phyllophaga, Chlaenobia, Phytalus y Listrochelus, las
cuales se caracterizaron morfologicamente y para cuya identificacion se

incluyo una clave dicotémica ilustrada de machos.

. La reconstruccion filogénetica para el gen COI, con el método de Maxima

verosimilitud para nucledtidos y aminoacidos no soporta la identidad
morfoldgica de las especies del género Phyllophaga estudiadas, obteniendo
valores bootstrap por debajo del 70%, en tanto que para el gen Cyt B, usando
el mismo meétodo para nucleétidos y aminoacidos, soportan la identidad
morfolégica en algunos grupos con niveles superiores al 70% de bootstrap.

El compuesto Methyl 2—(methylthio)-benzoate, en combinacion con la luz led,
permiti6 capturar adultos de dos especies del género Phyllophaga (P.
brevidens y P. lenis) en el cultivo de cafia de azucar, por lo que este tipo de
trampas puede ser utilizado como una alternativa de captura selectiva y para

la deteccion de estas dos especies de importancia agricola.
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