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1.- Resumen
La taxonomia integrativa se caracteriza por el uso simultaneo de diferentes tipos

de caracteres para delimitar las unidades de diversidad de vida a partir de
perspectivas multiples y complementarias que incluyen filogeografia, morfologia
comparada, genética de poblaciones, ecologia, desarrollo, comportamiento y
aspectos moleculares. Debido a que los insectos y en particular, los coledpteros,
son los animales que poseen la mayor parte de la riqueza de especies de nuestro
planeta, es necesaria la correcta identificacion y delimitacion de estas mediante el
uso sinérgico de herramientas de la taxonomia integrativa. Por ello, el presente
trabajo tuvo como objetivo identificar cuatro especies de coledpteros de la familia
Melolonthidae residentes de areas verdes de CU de la BUAP, mediante el uso de
caracteres morfolégicos y moleculares. Se utilizaron claves dicotbmicas basadas
en informacién tradicional de estructuras morfolégicas diagndsticas,
complementandolo con la obtencion del cédigo de barras de ADN del gen MT-COl.
Para ello se emplearon adultos de dos especies del género Paranomala y dos
especies del género Cyclocephala. Con las claves dicotomicas tradicionales se
encontré que los caracteres morfolégicos corresponden a Paranomala hoepfneri
Bates, Paranomala semicincta Bates, Cyclocephala lunulata Burmeister y
Cyclocephala barrerai Martinez, describiéndose por primera vez el edeago,
pardmeros y spiculum gastrale de las especies de Paranomala. Se obtuvo el
codigo de barras de cada adulto representante, observdndose una coincidencia
alta a nivel de género. A partir de las secuencias parciales del gen MT-COlI, se
calcularon las distancias genéticas correspondientes, analizandose por el método
de Maxima Verosimilitud. La topologia del arbol construido con estas secuencias
mostré6 agrupamientos de individuos del mismo género y separan a los
especimenes de diferentes subfamilias. Se trata de uno de los trabajos pioneros
en combinar ambos tipos de caracteres para la identificacion de especies de esta

familia, destacandose como una alternativa viable y con un enfoque integral.



2.- Introduccion

La descripcion, identificacion y clasificacion de especies es fundamental para la
biologia, ya que permite el ordenamiento de la biodiversidad para facilitar su
estudio. Una vez que se consigue clasificar a los organismos, se favorece la
comprension de sus relaciones ecologicas, la prediccion de sus historias
evolutivas y la propuesta de estrategias para la biologia de la conservacion (Kress
et al., 2015). Por lo anteriormente, la identificacion de especies es un pilar esencial
para conocer detalladamente multiples aspectos morfologicos, fisiologicos,
ecologicos y evolutivos de cualquier especie. Al respecto, la taxonomia es la
ciencia encargada de descubrir, describir, clasificar, nombrar e identificar especies
(Schlick-Steiner et al., 2010, Kress et al., 2015).

De manera tradicional, la taxonomia se ha fundamentado en el uso de caracteres
morfologicos para establecer las bases de la construccion de arboles de la vida,
ofreciendo datos basicos para conocer la ecologia, la conservacion y la
explotacion de una gran cantidad de especies. Sin embargo, con el surgimiento de
la taxonomia molecular basada en el uso de diferentes marcadores moleculares
permitid el surgimiento de la denominada taxonomia integrativa. Esta taxonomia
revitalizada unifica los datos obtenidos de la morfologia y de los cédigos de barras
de ADN para complementar y asegurar la eficiente descripcion, identificacion y
clasificacion de especies (Pires y Marinoni, 2010). Debido a que existe una gran
diversidad de colebpteros, es muy importante realizar la identificacion simultanea
con caracteristicas morfolégicas y el codigo de barras de ADN para unificar los

datos de ambas disciplinas y se fomente el uso de la taxonomia integrativa.

En el presente trabajo de tesis se plantea la identificacion de cuatro especies de
coledpteros Melolonthidae distribuidos en areas verdes de CU en Puebla,
utilizando claves taxondmicas morfolégicas y los codigos de barras de ADN del
gen MT-COL.



3.- Antecedentes

3.1.- Aspectos histéricos de la Sistematica y la taxonomia
Durante mucho tiempo se consideré a la Sistemética y a la taxonomia como

disciplinas con el mismo objetivo y solo hasta después del siglo XX se hizo una
distincién entre ambas disciplinas, reconociendo a la taxonomia como “la teoria y
la practica de la clasificacion” y a la sistematica como “el estudio de la diversidad
biolégica y de las relaciones entre organismos como consecuencia de su historia
evolutiva, para el establecimiento de las relaciones entre los organismos”
(Panawala, 2017).

La Sistematica incluye todo el conocimiento que se genera sobre las especies,
tanto su pasado como su presente y el como la evolucion es la encargada de la
diversidad, haciendo investigacion evolutiva, llegando a establecer filogenias entre
organismos (Martens y Segers, 2005). La historia de la Sistematica biolégica
comenz6 por el intento de la clasificacion de organismos, considerando a
Aristoteles como el padre de la clasificacion con fines cientificos, iniciando con una

clasificacion dicotomica de organismos basandose en caracteres morfologicos.

En el siglo XVI, la actividad de clasificar e ilustrar diversos organismos produjo
enciclopedias que pretendian separar las cosas certificables de aquello que no lo
era (Moreno, 2005). Algunos cientificos como Linneo preferian la utilizacién de
pocos caracteres morfologicos para la identificacion de especies, mientras que
otros como Adanson creian que las identificaciones debian ser con el mayor
namero de caracteres posibles para evitar la subjetividad. Existieron otros
cientificos como Lamarck o Cuvier que agregaron conceptos como la homologia,
considerada como la piedra angular en la biologia de la Sistemética.
Posteriormente, el objetivo cambié por establecer las relaciones filogenéticas entre
los organismos (historia evolutiva), convirtiéendose en una de las tareas mas

importantes de la Sistematica (Moreno, 2005).

Existen pocas dudas de que la unidad fundamental para la taxonomia es la

especie y que debe nombrarse cientificamente y sin errores para tener una
3



referencia confiable como sistema de informacidén biolégica. Actualmente la
identificacion de especies ha aumentado significativamente y esto se debe
principalmente a la incorporacion de nuevas herramientas. Gracias a este
progreso surge una nueva disciplina cientifica sélida que incorpora avances
tecnologicos, tales como acceso virtual a colecciones de museos, secuenciacion
de ADN, sistemas de informacién geografica y mdultiples funciones de internet
(Padial et al., 2010).

A pesar de los avances en la taxonomia, siguen existiendo problemas en la
identificacion ya que se considera que los caracteres morfologicos utilizados son
elegidos subjetivamente por el investigador. Al mismo tiempo, se deja de lado el
hecho de que la funcion mas importante de la taxonomia no solo es identificar a
las especies sino también como delimitarlas en funcién de su morfologia, ecologia
y genética; ya que la delineacion de especies es fundamental para el conocimiento
de la biodiversidad de los organismos vivos, para que de esta manera se
determinen los diferentes especimenes que pertenecen a un mismo linaje (Dayrat,
2005; Moreno, 2005).

3.2.- Taxonomia integrativa
La taxonomia integrativa, como fue propuesta desde el 2005, se define como la

ciencia que pretende delimitar las unidades de diversidad de vida a partir de
perspectivas multiples y complementarias que incluyen filogeografia, morfologia
comparada, genética de poblaciones, ecologia, desarrollo, comportamiento y
aspectos moleculares (Dayrat, 2005). Debido a que es necesario ordenar el
conocimiento sobre las especies, en la actualidad se esta utilizando cada vez mas
la taxonomia integrativa para clasificar a las especies. Un ejemplo, se observa en
la identificacion de insectos ya que estos organismos representan la mayor parte
de la riqueza de especies residentes de nuestro planeta. El estudio de la historia
evolutiva y de diversificacion de los insectos ha sido abordada de manera
integrada mediante datos morfologicos, moleculares, biogeograficos vy
paleontologicos. Por tal razdn, se han realizado numerosos estudios a nivel

internacional en donde la identificacién de los insectos se lleva a cabo utilizando
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herramientas morfolégicas y moleculares como el cédigo de barras de ADN del
gen MT-COI (Mitchell et al., 2011). En paises como Alemania, Canada y Japdn ya
se han identificado por taxonomia integrativa mas de 3,500 especies de insectos
con importancia ecoldgica, econdmica y médica. No obstante, en México las
aproximadamente 35,500 especies de insectos se han identificado Unicamente

con los datos de caracteristicas morfologicas (Moron y Valenzuela, 1993).

Los caracteres morfoldgicos son utilizados para la identificacion de especies; estas
caracteristicas organismicas sirven como evidencia para el descubrimiento y
correcta identificacion de los individuos (Padial et al., 2010). Los atributos que
permiten distinguir a integrantes de un grupo taxdn de otro se conocen como
caracteres taxonomicos y las distintas alternativas o variantes de estos caracteres
se denominan estados de caracter. Estos caracteres son utilizados para facilitar la
diagnosis de los individuos, ya que mediante claves taxondmicas que siguen una
secuencia ordenada de opciones o dilemas alternativos se expresan los
caracteres diagnésticos o discriminatorios (Fernandez et al., 2013). La principal
ventaja de la identificacion mediante caracteres morfolégicos es que estos ultimos
sirven para asignar a los individuos a especies de forma casi inmediata mediante
la inspeccion visual y son aplicables tanto a organismos conservados como a
fésiles (Padial et al., 2010). También permite la aplicacion de un muestreo
taxondmico mucho mas cuidadoso que el que se realiza con analisis moleculares,
lo que es importante para las revisiones sistematicas, los estudios de la evolucion,

del caracter y la valoracion filogenética (Rentaria, 2007).

Asimismo, las herramientas moleculares se han convertido en un pilar del analisis
taxondmico moderno, debido a que se puede utilizar sélo una pequefia cantidad
de tejido para la correcta determinacién de las especies. Los analisis se pueden
realizar sin el conocimiento previo de la muestra y se puede aplicar a todas las
etapas de desarrollo de la especie proporcionando una mejor eficiencia en la
identificacion (Kress et al., 2015). Desde hace poco mas de una década, existe
una herramienta taxondémica en la que se utlizan secuencias de genes

relativamente cortas tomadas de una parte estandarizada del genoma, llamadas
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“Cbdigos de barras de ADN” ¢ “Cdédigo de barras de la vida”, las cuales
proporcionan identificaciones a nivel de especie rapidas y fiables en todas las
formas de vida, incluyendo animales, plantas, hongos y microorganismos (Kress et
al., 2015). La importancia del cddigo de barras es encontrar un solo segmento de
ADN que sea util para la identificacion de todos los taxones y esta identificacion se
basa en la especie diana que tiene suficiente diferenciacion genética para permitir
la separacion de las especies, incluso cuando existen similitudes morfolégicas
(Fiser y Buzan, 2014). Existen tres propiedades caracteristicas bien definidas que
deben presentar los cédigos de barras: el fragmento de ADN debe ser casi
idéntico en organismos de la misma especie, pero diferente entre individuos de
especies diferentes, la seccién debe ser estandarizada (la misma seccion debe ser
utilizada en diferentes grupos taxonémicos) y el marcador debe ser robusto, con
una secuencia conservadora y sitios de unién que le permitan su facil
amplificacion y secuenciacion (Herbert et al., 2003). Los mismos autores citan que
en los animales se ha optado por el genoma mitocondrial debido a su falta de
intrones, su exposicion limitada a recombinacion y a que el ADN mitocondrial es
haploide. El sistema de cddigo de barras se basa en el gen que codifica para el
COl. En las secuencias del gen MT-COI, las mutaciones existentes son en su
mayoria sustituciones; inserciones y deleciones y sélo se producen a nivel de
codon, lo cual hace que este marcador sea facil de alinear. Por lo tanto, la
secuencia del gen MT-COI permite la discriminacion de méas del 98% de las
especies animales (FiSer y Buzan, 2014). Este gen presenta dos ventajas
importantes: 1) los cebadores universales de este gen son muy robustos, ya que
habilitan la recuperacién de su extremo 5’ de la mayoria de sus representantes y
2) parece poseer un mayor rango de sefial filogenética que cualquier otro gen
mitocondrial, debido a la evolucion de este gen que es lo suficientemente rapida
para permitir la discriminacion no sélo de especies muy afines, sino también

grupos filogeograficos dentro de una sola especie (Herbert et al., 2003).

La identificacion a nivel de especie es crucial en muchas aplicaciones de

importancia econémica y social, por lo tanto, la identificacion rapida es importante
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(FiSer y Buzan, 2014). El uso de cédigos de barras sirve como una herramienta
basica en la identificacion taxondmica y para poder descubrir problemas con

especies cripticas (Paz et al., 2011).

La identificacion de los codigos de barras de ADN ha demostrado tener éxito en
los estudios de evaluacioén rapida de la biodiversidad y biomonitoreo, también en el
seguimiento de propagacion de patdgenos y sus vectores asociados, en la ciencia
forense, en la investigacion sobre el comercio ilegal de especies en peligro de
extincion y sus productos, en los estudios sobre la ecologia de la alimentacion, en
plantas medicinales y venenosas y en las iniciativas de conservacion (FiSer y
Buzan, 2014). No obstante, también existen limitaciones en los métodos de
identificacion basados en herramientas moleculares. Por ejemplo, en los métodos
basados en los arboles filogenéticos sigue siendo dificil elegir cual de los multiples
clados fuertemente apoyados en bases moleculares corresponden a las especies.
Ademas, un gran numero de evidencias muestran que la discordancia entre los
arboles filogenéticos de especies y arboles de genes es un fenbmeno comun
causada por procesos tales como el incompleto linaje de clasificacion, la
hibridacién, la duplicacion de genes, la evolucion reticulada o la recombinacion.
Estas situaciones complican enormemente la resolucion de problemas
taxonomicos (Padial et al., 2010). Por lo tanto, el desarrollo de herramientas
moleculares como el cddigo de barras se debe integrar con la taxonomia
descriptiva de caracteres morfolégicos, es decir, se debe presentar como una
herramienta complementaria en la identificaciéon de especies (Padial et al., 2010;
Paz et al., 2011).

El cédigo de barras genético ha sido considerado como una ayuda eficaz a la
taxonomia tradicional (Pires y Marinoni, 2010). De esta manera, la morfologia
tradicional se revitaliza mediante la adhesién a las tecnologias que se han
propuesto con el impedimento taxondmico. Ademas, esto aumenta el nivel de
confianza en las especies que son respaldadas por diferentes tipos de
informacion. La asociacion de la informacion para delimitar las especies es de

hecho un verdadero desafio al que la taxonomia tiene que enfrentarse. Su
7



adopcién por los taxénomos contribuirA a una mejor comprension de la
biodiversidad, ya que las especies requieren ser estudiadas desde multiples
perspectivas complementarias tal como filogeografia, morfologia comparada,
genética de poblaciones, ecologia, desarrollo, comportamiento, etc. (Figura 1)
(Dayrat, 2005; Pires y Marinoni, 2010).

De este modo la taxonomia integrativa introducida formalmente en 2004 como un
marco integral para la delimitacion y descripcion de taxones, se puede lograr a
través de tres pasos delimitados: 1) acumular diversos tipos de datos (ADN,
morfolégicos, ecoldgicos, entre otros) sobre numerosas especies, 2) circunscribir a
los grupos de organismos con los diversos datos garantizando que los grupos
corresponden a las especies y 3) Proporcionar diagnostico y nombre para las

especies identificadas (Pante et al., 2014).

Morfologfa

Figura 1.- Representacion esquematica de la taxonomia integrativa. Se muestra un esquema de la
interaccion de los diversos tipos de identificacion. Representan la variacién de caracteres, siendo cada punto
un individuo independiente que requiere identificacion y delimitacion. A) Se muestra la identificacion por
medio de caracteres de ADN mitocondrial. B) Se muestra identificacién por medio de las interacciones en el
nicho ecoldgico. C) Se muestra la identificacion a través de la morfologia. El esquema representa los limites
de identificacion y delimitacion de acuerdo con cada uno de los caracteres, dando como resultado la
integracion al utilizar mas de un caracter de identificacion. Tomado y modificado de Padial et al. (2010).



3.3.- Codigo de barras en insectos
El genoma mitocondrial ha tenido un gran impacto en la genética entomoldgica,

debido a sus genes individuales en una amplia gama de estudios. El enfoque
reciente del uso de codigo de barras de ADNmt como una fuente de datos casi
exclusiva para la identificacion y delimitacibn de especies ha aumentado
significativamente dando como resultado una gran base de datos de los genes
mitocondriales en secuencias de insectos mas comunes en GenBank (Cameron,
2014). Desde que se dio la primera publicacion del genoma mitocondrial del
insecto Drosophila sp. en 1995, se ha presentado un aumento rapido de
secuencias de insectos representado casi todas las ordenes disponibles, debido a
esto los insectos representan el 80% de los genomas mitocondriales que han sido
reportados (Cameron, 2014). Existen estimaciones recientes que sugieren que la
fauna global de insectos incluye menos de seis millones de especies, aunque esta
proyeccién es incierta ya que el trabajo taxondmico es muy limitado en grupos

diversos.

En Canada, Herbert et al. (2016), realizaron un analisis empleando el codigo de
barras para evaluar patrones de rigueza de especies en veintisiete ordenes de
insectos; el andlisis de mas de un millon de especimenes revel6 conteos de
especies congruentes con los anteriores resultados para casi todos los ordenes.
Nagoshi et al. (2011) demostraron que el cédigo de barras de ADN tiene el
potencial de ser un suplemento eficiente y preciso para la identificacién de plagas
invasivas en campos de cultivo al realizar la comparacion de tres especies de
lepidépteros representado por Spodoptera sp., un género de polilla que afecta
principalmente campos de cultivos en América de Norte (este género incluye
varias plagas agricolas importantes, dos de las cuales no son nativas.) Este
analisis de secuencias del gen mitocondrial MT-COI arrojo la identificacion y

delimitacion de las tres especies.



Ademas, existen problemas con la identificacién de especies ya que los patrones
de biodiversidad son complejos vy dificiles de evaluar de manera exhaustiva. Para
comprender mejor estos patrones en Alemania, Hendrich et al. (2015), participaron
en un programa mundial de recoleccion de artrépodos obteniendo a su vez el
coédigo de barras de ADN. El muestreo se realiz6 en dos sitios de mayo a
septiembre, obteniéndose que la diversidad de ambos sitios aumentd de mayo
hasta julio antes de disminuir en septiembre. Los resultados ilustran como un
banco de informacion de cddigos de barras de ADN integral puede identificar
especies desconocidas, pero también cémo esta limitado por la cantidad de
registros, especialmente para himendpteros y dipteros. En India se ha descrito un
4.6% de especies, mientras que en otros paises se considera que la cantidad
aproximada de especies descritas es de 16%; debido a esto, se realiz6 un analisis
sobre el uso de cédigo de barras de ADN en insectos pertenecientes a diferentes
ordenes y familias, comparando la informacibn morfolégica y molecular
demostraron que la filogenia coincide con ambos tipos de datos (Jalali et al.,
2015). Ademas, la identificacion de insectos plaga de gran importancia econémica
esta limitada debido a que se requiere de especialistas y mucho tiempo para su
clasificacion. Por esta razon, Cho et al. (2013) realizaron un estudio en donde
secuenciaron y obtuvieron cddigos de barras de ADN para identificar insectos
plagas de alimentos. Estos investigadores analizaron el gen MT-COI de 55
especies de plagas en Corea, encontrando que una porcién del gen discrimind
efectivamente méas del 90% de especies de estos insectos y marco las
divergencias genéticas entre individuos y entre especies del mismo género de

cinco ordenes Blattodea, Coleoptera, Hymenoptera, Lepidoptera y Diptera.

En el caso de los coledpteros, se han reportado trabajos en diversos paises con
un gran numero de individuos para la identificacion y delimitacion de las especies
con el uso del codigo de barras, tal como lo reportado por Hendrich et al. (2015),
cuya investigacion se realiz6 con escarabajos residentes de Alemania. Ellos
obtuvieron el cédigo de barras del gen MT-COI para Coleoptera con 15,948

individuos que pertenecen a 3,514 especies bien identificadas, representando de
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esta manera 97 de 103 familias. Solo se registraron aquellas secuencias mayores
de 500 pb, recuperando 15,948 individuos (63%) de 25,294. En total reportaron la
asignacion de 395 BIN’s y se encontraron 409 individuos que compartian una
asignacion de BIN con otra especie. En otro estudio realizado por Oba et al.
(2015) en Japon, recolectaron y ensamblaron secuencias de cédigo de barras del
gen MT-COI de 762 pb, de un total de 275 especies de coledpteros Elateridae,
que representan aproximadamente el 75% de las especies encontradas en
Honshu, Jap6n. También, reportaron 20 de las 21 especies de plagas potenciales
registradas en este pais. Sus resultados muestran que la mayoria de las especies
identificadas morfolégicamente forman agrupaciones filogenéticas separadas por
grandes distancias moleculares. Muraji et al., en 2008, analizaron al escarabajo
Dasylepida ishigakiensis Niijima and Kinoshita, conocido originalmente en la
regién de Yaeyama, Japon. Los investigadores obtuvieron secuencias del gen MT-
COl, ARNr y genes de Citocromo b de ambas muestras recolectadas de las islas y
al realizar un analisis filogenético usando estas secuencias, revelaron la
separacion de tres clados, sugiriendo que se han aislado geograficamente durante
un largo periodo evolutivo. En 2006, Pons et al. analizaron 468 individuos del
género Rivacindela en Australia, los cuales se separaron en 47 especies de
acuerdo con la identificacion morfolégica, mientras que con la identificacion
molecular (MT-COI, Citocromo b y ARNr 16S) se obtuvo una variacion de 47 a 51
especies, demostrando que existe una relacion entre las propiedades morfolégicas
y moleculares. Al mismo tiempo, se muestra coherencia con los rangos
geograficos, una amplia congruencia de las especies morfolégicamente
reconocidas y ciertos niveles de divergencias que son tipicos para especies de

insectos estrechamente relacionados.

En algunos casos, el uso de cédigo de barras permite la identificacion correcta de
especies, separando individuos con plasticidad fenotipica o con la validacion de
las diferencias morfoldgicas, como es el caso del estudio realizado en el Este de
Africa, por Seidel (2016), en donde secuencié el MT-COI de 29 individuos del

género Eudicella, permitiendo la correcta delimitacion entre individuos. Al mismo
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tiempo, demostro que existian diferencias moleculares en aquellos individuos que
presentaban diferencias morfologicas determinando de esta manera que estos
individuos correspondian a una nueva especie: Eudicella nana. En 2005,
Monaghan et al. analizaron secuencias cortas de ADN mitocondrial y nuclear para
la delimitacibn de escarabajos de agua tropical de Madagascar (Dysticidae:
Hydrophilidae) y “escarabajos peloteros” (Scarabaeidae) del género Canthon del
Neotropico, encontrando 16 genotipos y 12 genotipos respectivamente, en donde
la distribucion de ARNr 28S coincide con exactitud con la distribucion de ADN
mitocondrial. Al mismo tiempo, los genotipos de género Canthon se compararon
con informacion presente en GenBank, lo cual demostr6é que coincidian los grupos

cercanos.

En México se han realizado muy pocos trabajos en relacion con el codigo de
barras de ADN, como es el caso del estudio realizado por Zaragoza-Ortega et al.
(2017) en donde se evalud la atraccién provocada por el 2 (metiltio) benzoato de
metilo hacia diferentes especies de Phyllophaga (Coleoptera: Melolonthidae), en
combinacion con iluminacion de un diodo emisor de luz (LED) impulsado por
energia solar. Con esto se determiné la capacidad de atraccion de las especies en
cultivos de cafia de azlcar y posteriormente se obtuvo la amplificacion del gen
MT-COlI de las especies que respondieron al tratamiento compuesto,
construyendo un arbol que demostré que las especies Phyllophaga brevidens
Bates y Phyllophaga Lenis Horn estan estrechamente relacionadas
filogenéticamente. Otro trabajo es el de Pérez-Flores et al. (2016), quienes
reportaron una nueva especie de Chrysina para México, ya que la identificacion
molecular a partir de MT-COI permitié la confirmacién de las diferencias obtenidas
con datos morfolégicos, demostrando asi que existian diferencias significativas

con la especie Chrysina peruviana Kirby.

3.4.- Generalidades de los integrantes de la familia Melolonthidae
Los coledpteros Scarabaeoidea son el grupo de insectos mas diversificado en

cuanto a forma, tamafo, color y habitos. Se han reconocido aproximadamente a

1,713 especies en Meéxico, de las cuales 1,179 pertenecen a la familia
12



Melolonthidae y 83 a la familia Passalidae (Reyes-Novelo y Morén, 2005; Moron et
al., 2014). Los integrantes de esta familia forman un grupo de insectos muy
variados en cuanto a tamarfio, forma, habitos y coloracién, lo que ha llevado a que
muchos investigadores coleccionen, identifiquen y estudien sus habitos. Ademas,
este grupo de coledpteros tienen importancia econdmica y ecoldgica (Reyes-
Novelo y Mordén, 2005; Aragén-Garcia et al., 2008). Endrddi (1966) considera a
cinco familias dentro de este grupo: Trogidae, Passalidae, Lucanidae,
Melolonthidae y Scarabaeidae. A su vez, dentro de la familia Melolonthidae se
encuentran las subfamilias Melolonthinae, Rutelinae y Dynastinae (Romero-Lépez
et al., 2010; Cherman y Moroén, 2014).

3.4.1.- Ciclo de vida
Los coledpteros Melolonthidae son holometabolos. Su ciclo de vida atraviesa por

cuatro estados marcados: huevo, larva, pupa y adulto. La etapa de huevo se
caracteriza por que su color varia en diversos tonos de blanco y puede ser
esferoide, elipsoide o cilindrico. Conforme se desarrolla el embrion el huevo
incrementa casi el doble de su tamafio y se forma esférico. Las larvas se
caracterizan por desarrollarse en tres estados. El primero cuando emerge se
rompe la cubierta del huevo (corion); consta de una capsula cefalica con partes
bucales masticatorias. Ocurren cambios significativos en la cdpsula cefélica para
el paso a los siguientes estadios. En el estado de pupa se parece
morfolégicamente al adulto, a excepcién de las alas, patas y antenas estan
plegadas y proximas al cuerpo y en adulto se caracterizan por permanecer en una
celda pupal hasta que se endurece la quitina de la cuticula, se expanden las alas a
su tamafio normal y maduran los 6rganos sexuales (Moron et al., 1997) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida del coleéptero Melolonthidae, Melolontha melolontha (Linnaeus, 1758). Se
muestran los diferentes estadios A) huevos, B, C, D y E) larvas del primero a tercer estadio,
respectivamente F) Pupa G, H y J) Adulto. Tomada de Edmund Reitter (1908).

3.4.2.- Caracteristicas morfolégicas corporales, distribucién y habitos
Los adultos presentan colores diversos y vestidura variada tal como se muestra

(Figura 3). El labro y las mandibulas estan parcialmente expuestas u ocultas bajo
el clipeo. Mandibulas esclerosadas. Antenas formadas por 8 a 10 artejos, 3 a 7 de
los cuales corresponden a la maza antenal y éstas son brillantes con sedas
dispersas; canthus ocular siempre presente, escapo antenal mucho mas corto que
el flagelo, usualmente las lamelas son mas largas en los machos que en las
hembras. Presentan cabeza pequefia, cuerpo ovalado y robusto 6 deprimido y
esbelto. Abdomen con 6 esternitos visibles y 7 pares de orificios respiratorios, 3 0
4 en las regiones pleurales, 2 6 3 en los extremos esternales y uno en la region
tergal. Placa pigidial completamente expuesta o cubierta en parte por los élitros.
Elitros siempre desarrollados, en ocasiones fusionados entre si; parameros

genitales masculinos bilobulados o fusionados. Patas anteriores fuertes, esbeltas y
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mas alargadas en los machos. Los tarsos son pentdmeros en los tres pares de
patas y las ufias tarsales bien desarrolladas con formas diversas. Los machos
pueden presentar proyecciones en la cabeza y el pronoto con formas de cuernos o
protuberancias con disefilos muy variados. El tamafio de las especies es muy
variable; los adultos tienen una longitud total de 3 a 130 mm, la anchura maxima
de los élitros es de 1.8 a 51 mm y la extension alar de 8 a 230 mm (Cherman y
Moron, 2014; Morén et al., 2014) (Figura 4).

Figura 3. Especies representantes de Melolonthidae. Se muestran algunas especies distintivas con una
variedad de vestiduras y colores dentro de esta familia. A) Dynastes tityus, B) Chrysina quetzalcoatli C)
Megasoma nogueirai D) Chrysina prototelica E) Polyphylla decemlineata F) Macraspis sp. Tomado de
Moore (2006); Jameson (2006); Madidi (2011).
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Figura 4. Esquema representativo de caracteres presentes en adultos de Melolonthidae. A) Posicion
dorsal de Phyllophaga gaumeri Bates. B) Artejos antenales y maza antenal de Epectinaspis mexicana
Burmeister, en donde se muestra la diferencia en el tamafio en machos y hembras. C) Placa pigidial
expuesta de Phyllophaga (Phytalus) obsoleta Blanchard y D) Posicion lateral de Hemiphileurus dejeani
(Bates), en donde se logran observar los esternitos y la condicidén pleurostictii. Tomado y modificado de
Reyes-Novelo y Morén (2005); Morén (2006); Ramirez-Ponce y Morén (2009) y Alcazar-Ruiz et al. (2003).
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Las larvas son de tipo escarabaeiforme y presentan la galea y la lacinia maxilar
completa o parcialmente fusionadas entre si formando una mala. Palpos maxilares
con cuatro artejos, mandibulas con proceso ventral, epifaringe sin epitorma,
antenas con cuatro artejos; el ultimo con forma diferente y provisto con éareas
sensoriales de forma variable. Los tres pares de patas bien desarrolladas, cada
pata con cuatro artejos diferenciados y el Ultimo tiene una ufa (tarsungulus).
Tienen un par de espiraculos protoracicos y ocho pares de espiraculos
abdominales de tipo cribiforme. El abdomen consta de diez segmentos y la
abertura anal usualmente es horizontal. Las pupas son exaratas, con abdomen
formado por nueve segmentos bien delimitados, frecuentemente con 6érganos
dioneiformes en sus bordes dorsales. Los espiraculos de los segmentos segundo
a cuarto tienen un peritrema esclerosado, mientras que los correspondientes a los
segmentos quinto al octavo estan atrofiados, y carecen de peritrema (Cherman y
Moroén, 2014).

Los coledpteros de la familia Melolonthidae se encuentran en todos los habitats
continentales, excepto en ambientes con hielo. Los adultos se alimentan con
hojas, tallos, flores, frutos, polen, néctar, savia, corteza y detritus vegetal,
comunmente son fitosaprofagas, rizéfagas o xilo6fagas. Son holometdbolos con
huevo, tres estadios larvales, pupa y adultos; su ciclo es anual o bianual y pocos

bivoltinos o trianuales (Cherman y Morén, 2014; Morén et al., 2014).

En México se han descrito 1,179 especies de Melolonthidae incluidas en las
subfamilias Melolonthinae, Rutelinae y Dynastinae principalmente distribuidas en
Chiapas, Durango, Guerrero, Hidalgo, Jalisco, México, Oaxaca, Puebla y
Veracruz. El 47.6% del total de las especies registradas en México tienen una
distribucion restringida, presentando asi un alto nivel de endemismo. En la
peninsula de Baja California y en Sonora se registran las mayores proporciones de
endemismo seguidos por Chiapas, Oaxaca, Coahuila, México, Chihuahua y
Durango (Moron et al, 2014). De las 1,179 especies de Melolonthidae en México,
ninguna se encuentra en la lista del UICN, (2017) en la NOM-ECOL-059-

SEMARNAT-2014, por lo tanto no se encuentra bajo explotacion. El estudio tanto
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taxondmico como biolégico de este grupo de organismos ha aumentado
significativamente en los udltimos 30 afios; se estima que existe un 10% de

informacion sobre la biologia y ecologia de estos organismos (Moron et al., 2014).

3.5.- Caracteristicas morfolégicas externas distintivas de especies de los
géneros de Paranomala y Cyclocephala, empleadas como modelos de
estudio

3.6.1.- Paranomala
Los adultos del género Paranomala Casey, 1915, presentan un dimorfismo sexual

escaso, ligero a notable en la longitud de la maza antenal, los élitros presentan
una textura lisa o punteada, el borde lateral engrosado y generalmente con una
figura ovalada o ligeramente ensanchada apicalmente. El escutelo presenta una
puntuacion moderada, no liso ni rugoso-punteado; los esternitos abdominales
generalmente glabros a moderadamente sedosos. El clipeo variable, sinuado,
recto o redondeado, con la superficie convexa o ligeramente plana y el borde
anterior ligeramente elevado o plano, rugoso-punteado, glabro, sutura frontoclipeal
completa y recta. Presenta una maza antenal de longitud similar a la del funiculo,
la mandibula derecha con quillas inferiores no mas largas que la regién molar y el
pronoto subrectangular o subtrapezoidal, con la anchura media mayor a la
anchura posterior y similar a la de la base de los élitros. Los mesepimeros internos
o alineados con el humero elitral. La protibia presenta un espolén en posicion
subapical, el margen lateral bi o tridentado, ensanchamiento en machos discreto o
nulo. Las mesotibias y metotibias con 1 o 2 carinas transversales. Propigidio,
pigidio y placa anal con notable puntuacion o aspecto estriado. Capsula genital
masculina con parameros mas largos o con longitud similar al tecto. Spiculum
gastrale en forma d “T” o de “Y”, con las placas asociadas generalmente grandes,

no rectangulares (Ramirez-Ponce y Morén, 2009).

Paranomala hoepfneri Bates
Se encuentra distribuida en diversas comunidades vegetales en localidades de

Nayarit, Jalisco, México, Morelos, Guerrero, Oaxaca, Puebla, Hidalgo y Chiapas
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en tierras altas, ubicadas entre los 600 y 2,100 de altitud (Morén et al., 1997;
Aragon et al, 2001; Lugo et al., 2013). Los adultos se caracterizan por presentar
élitros amarillos con una franja ancha, obscura y opaca y una longitud corporal 13
a 15 mm (Aragon et al., 2001; Lugo et al., 2013).

Paranomala semicincta Bates
Se distribuye a lo largo de Costa Rica, Honduras, México y Nicaragua. Los adultos

consumen follaje y flores mientras que las larvas se encuentran desarrollandose
en cultivos de maiz y presentan habitos fitéfagos. (Delgado y Marquez, 2006).
Elitros verde o pardo con reflejos metalicos con apice amarillo; pronoto verde

metalico con lados amarillentos (Filippini et al., 2016)

3.6.2.- Cyclocephala
Los adultos del género Cyclocephala Dejean, 1821, presentan el borde anterior del

clipeo redondeado o sinuado, antenas con ocho a diez artejos, frente y pronoto
convexo, sin tubérculos, carinas o depresiones, meso y metatibias con apices
rectos, no ensanchados a diferencia de las hembras los machos presentan los
protarsos engrosados y la ufia interna mas grande que la externa por lo que el

dimorfismo sexual se considera acentuado (Moron et al., 1997)

Cyclocephala barrerai Martinez
Se encuentra distribuida principalmente en Aguascalientes, Chihuahua, Durango,

Jalisco, Morelos, Puebla y Distrito Federal, entre los 1,500 a 2,500 m de elevacion
(Moron et al., 2014). Sus larvas consumen raices de gramineas silvestres y los
adultos frecuentan el follaje y las flores de diversos arboles y arbustos, aunque no
se han evaluado formalmente las pérdidas que provocan en los cultivos (Aragén et
al., 2001). En el caso de los adultos se desconocen sus plantas hospederas
(Moron et al., 2014). Los adultos se caracterizan por presentar pronoto y élitros
testaceos, sin manchas contrastantes, con una maza antenal masculina mas larga
gue los artejos precedentes y una longitud corporal 11 a 14 mm (Aragén et al.,
2001).
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Cyclocephala lunulata Burmeister
Tiene una distribucion muy amplia en México, excepto en la peninsula de Baja

California, Chihuahua, Coahuila, Durango, Campeche y Zacatecas (Aragon et al.,
2001; Moron et al., 2014). Presentan habitos crepusculares y nocturnos,
emergiendo en épocas lluviosas (Stechauner-Rohringer y Pardo-Locarno, 2010).
Los adultos se han considerado como una plaga importante de cultivos de frutos
ya que se alimentan de arboles frutales como guayaba, mango, higo, durazno y
manzana (Morén et al., 2014). Sus larvas se encuentran en diversos tipos de
suelo, incluyendo suelos cultivados con maiz, cafia de azlcar, alfalfa, arroz,
cultivos de flores de Limonium (Plumbaginaceae) y hierbas silvestres. También se
encuentran presentes en suelos ricos en materia organica y aunque no se han
confirmado sus habitos alimentarios, al parecer tienen un comportamiento
sapréfago (Aragon et al.,, 2001; Mordn et al.,, 2014). Los adultos presentan una
coloraciéon amarilla pajiza, con patrones de manchas oscuras, simétricas y muy
variables en el pronoto y los élitros. La base del pronto no presenta margen, el
clipeo trapezoidal presenta un borde anterior redondeado y se caracteriza por

tener una longitud de 11 a 18 mm (Reyes-Novelo y Moron, 2005).

4.- Justificacion

Debido a la gran relevancia bioldgica, ecologia y econémica de los coledpteros
Melolonthidae, la delimitacion de especies es primordial para iniciar cualquier
estudio sobre estos insectos de diversidad y abundancia extraordinaria. En
México, la principal fuente de informacion para la identificacion de integrantes de
la familia es la taxonomia morfoldgica basada en la revision rigurosa de caracteres
morfolégicos externos e internos. Sin embargo, en Norte América, Europa y Asia,
la tendencia en la identificacibn es el uso integrado de las herramientas

morfologicas y moleculares para asegurar la correcta identidad de las especies.

Por tal razon, en el presente trabajo se resalta la importancia de la taxonomia
integrativa en el estudio de los coledpteros Melolonthidae distribuidos en territorio
mexicano, vinculando el uso de caracteres morfologicos tradicionales con el

analisis simultaneo del cédigo de barras de ADN del gen MT-COI. En este caso,
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considerando como modelo de estudio a dos especies de Paranomala y dos
especies de Cyclocephala localizados en areas verdes de Ciudad Universitaria de
la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla (CU, BUAP), todas con
importancia ecologica y por lo menos una de ellas, con importancia econdémica. La
informacion generada contribuird al desarrollo de herramientas eficaces que
faciliten una identificacion precisa a nivel de especie de los integrantes de este
grupo. Esto ademas de impactar directamente en el ambito agricola mexicano,

brindaré informacion relevante para la filogenia de los Melolonthidae.

5.- Hipétesis

La taxonomia integrativa permite la identificacion precisa a nivel de género de los
adultos de Paranomala y Cyclocephala recolectados en &reas verdes de CU,
BUAP y proponer una similitud cercana al 100% en la mayor parte de los vouchers

considerados para las especies revisadas.

6.- Objetivos

6.1.- General
Proponer la identidad a nivel de especie de los adultos de Paranomala y

Cyclocephala recolectados en CU, BUAP por taxonomia integrativa, considerando

sus vouchers morfolégicos y moleculares.

6.2.- Particulares
e Identificar a nivel de especie a los coledpteros adultos recolectados,

revisando caracteres morfolégicos externos con base al uso de claves
dicotémicas.

e Registrar y analizar las secuencias del gen MT-COI de los ejemplares de
cada género, usando bases de datos internacionales y herramientas

bioinformaticas.
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7.- Metodologia

7.1.- Area de estudio
El muestreo se realizé en areas verdes de CU, BUAP (Figura 5) ubicada en la

capital del estado de Puebla (paralelos 19°03'05" LN 98°13'04" LO, 2135 msnm),
en la zona geogréafica conocida como “El Valle”, la cual se extiende entre las
elevaciones de la Malinche y el Iztaccihuatl limitando hacia el norte con el estado
de Tlaxcala. El Valle se extiende hacia el sur, abarca hasta los poblados de Santa
Isabel Cholula y Totimehuacan. Presenta un clima templado subhimedo con
lluvias en verano, de mayor humedad (48.69%), templado subhumedo con lluvias
en verano, de humedad media (47.30) y semifrio subhimedo con lluvias en verano
(4.01%) (INEGI, 2010).

Estado de Puebla

Municipio de Puebla

Figura 5. Mapa del sitio de recolecta. Areas verdes de CU, BUAP, Puebla. México (paralelos 19°03'05" LN
98°13'04" LO, 2135 msnm). Elaborado en el sistema de informacién geogréfica ArcGIS 10.3.

22



7.2.- Recolecta y revision de caracteres morfolégicos de adultos

Los adultos se recolectaron entre los meses de mayo a junio en un horario de
20:00 a 22:00 hrs de forma manual con la ayuda de linternas de luz blanca. Los
individuos capturados fueron depositados en contenedores de plastico,
preparados previamente con la mitad de su volumen con suelo del lugar de
recolecta. Posteriormente, los organismos se transportaron al “Laboratorio de
Infoquimicos y Otros productos Biéticos” de la Facultad de Ciencias Biologicas de
la BUAP para su mantenimiento y separacion por caracteres morfolégicos
externos visibles a simple vista. La mitad de los individuos fueron preservados en
etanol al 70% y la otra mitad se mantuvo en contenedores con suelo, hasta el
momento del montaje, no se sacrificaron. Posteriormente, todos los adultos fueron
revisados y se propuso su identidad taxonémica con base en las claves
dicotomicas tradicionales (caracteres morfologicos) de Moron et al. (1997), Aragon
et al. (2001), Reyes-Novelo y Morén (2005) y Lugo-Garcia et al. (2013), ademas
de la opinién experta del Dr. Agustin Aragon del Centro de Agroecologia del
Instituto de Ciencias, BUAP. Cada uno de los especimenes se observd con
minuciosidad en un microscopio estereoscopico VE-S4 Velab. Los especimenes
salvaguardados en contenedores con suelo fueron sacrificados en una camara
letal mediante la accidén del acetato de etilo y méas tarde, se prepararon para el
montaje correspondiente. Por otra parte, los ejemplares preservados en etanol al
70% fueron trasladados al laboratorio de Macromoléculas de la Facultad de
Ciencias Biologicas, BUAP, para llevar a cabo la identificacion por caracteres

moleculares.

7.2.1.- Preparaciéon de vouchers morfologicos
El montaje de los adultos seleccionados consistié en pinchar al ejemplar con un

alfiler entomolégico No. 2 en la regién derecha del térax, en posicién vertical,
atravesando entre el segundo y tercer par de patas. Posteriormente, se coloco en
un “montador” (estructura de unicel que permite la colocacion del insecto en la
forma deseada), en el cual el ejemplar se orienté horizontalmente en la placa y se

procedi6 a acomodar los apéndices sujetandolos (sin perforar) con alfileres
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entomologicos: el primer par de patas dirigiéndola hacia adelante, asi como el
segundo y tercero hacia atras; los tres pares se acomodaron en posicion natural y
paralela al cuerpo, mientras que la antena derecha se coloc6 en posicion
horizontal en un angulo de 90° (Méarquez, 2005). En el caso del edeago y de
spiculum gastrale de cada uno de los ejemplares, se utlizaron pinzas
entomoldgicas finas, las cuales se introdujeron en el poro genial para extraer el
edeago bajo un microscopio estereoscopico. Se retird el tejido membranoso
dejando Unicamente la estructura esclerosada, se separaron el edeago y el
spiculum gastrale y, estos se colocaron en una estructura de papel en forma
triangular previamente insertado con un alfiler entomolégico del No. 1, al cual se le
agrego solucion de montaje a base de resina, ubicando el edeago en posicion
dorsal con los parameros expuestos, tomando como base lo propuesto por
Marquez (2005).

Los ejemplares se dejaron secar aproximadamente por una semana;
posteriormente, se procedi6 a retirar los alfileres que sujetaban los apéndices y se
colocaron en una caja entomoldgica de 25x18 cm en donde se introdujeron los
ejemplares formando un angulo de 90° entre el cuerpo del ejemplar y el alfiler. Por
debajo de ellos se ubicaron las etiquetas elaboradas previamente. Se emplearon
dos tipos de etiquetas: una de determinacion y otra de datos de recolecta. A las
etiquetas de determinacion se les incluy6 informacion sobre el orden, familia y
nombre cientifico del ejemplar, ademas de los apellidos del identificador
separados por un guion, seguidos por la primera letra de cada nombre. En el caso
de las etiquetas de datos de recolecta, se incluyeron los datos relacionados con el
pais, estado, municipio, localidad, coordenadas geograficas, altitud, fecha y
recolector. Ambas etiquetas se imprimieron en papel bond base 20, en un tamafo

de 1.5 x 2.5 cm, como recomienda Estrada (2013).

24



7.3.- Preparaciéon de vouchers moleculares

7.3.1.- Purificacion del ADN genémico
Para realizar la purificacion del ADN gendmico, se realizé una diseccion del tejido

interno del fémur o se disecciond la region del protérax dependiendo del tamafio
de los individuos. Posteriormente, los tejidos fueron congelados en hielo seco
durante 1.5 h y mas tarde fueron triturados en un mortero a -40°C para obtener un
polvo fino. A continuacion, la purificacion del ADN se efectué de acuerdo con las
instrucciones del Kit PureLink® Genomic DNA (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, EE. UU.). El tejido triturado se deposité en un microtubo estéril de
1.5 ml, se agregaron 180 ul del amortiguador para digestién y 20 ul Proteinasa K.
Inmediatamente, las muestras se agitaron en un vortex y se incubaron durante 45
min a 56°C para la lisis del tejido. Mas tarde, se agregaron 200 ul del amortiguador
lisis/lunién PureLink® y se agité en un vortex. Consecutivamente, se agregaron
200 pl de etanol (96-100%), las muestras se mezclaron en un vortex y el lisado fue
transferido a una columna PureLink® acoplada a un tubo colector de 2 ml. Se
realiz6 una centrifugaciéon durante un minuto a 10,000 rpm. En seguida, se
descarto el sobrenadante y se colocé la columna en un tubo recolector nuevo. Se
agregaron 500 ul de amortiguador de lavado 1 y se centrifugd nuevamente por 1
min a 10,000 rpm; se descart6 el sobrenadante y se coloco la columna recolectora
en otro tubo. Se agregaron 500 ul del amortiguador de lavado 2 y se centrifugo
durante 3 min a 14,000 rpm. Se transfirié la columna recolectora en un microtubo
estéril de 1.5 ml y se agregaron 25 pl de agua libre de DNasas y se procedi6 a una
incubacion a temperatura ambiente por 1 min. Seguidamente, se realizé una
centrifugacion durante 1 min a 8,000 rpm. Finalmente, el ADN recuperado se
almaceno a -20°C para su posterior analisis. EI ADN gendémico fue cuantificado
mediante la lectura de la densidad Optica (DO) a 260 nm utilizando un
espectrofotometro nanodrop UV ND-1000 (Thermo Scientific, Massachusetts, EE.
UU.). De igual manera, para verificar la pureza del ADN adicionalmente se realizé
una lectura de DO a 280 nm para obtener un indice derivado de la relacion de

absorbancia a 260nm/280nm, siendo 1.8 una relacion perfecta de pureza para
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muestras de ADN. La integridad del ADN fue verificada por una electroforesis en

gel de agarosa al 1% en TAE, a 60 mV durante 90 min.

7.3.2.- Amplificacion del gen MT-COI con iniciadores universales
La amplificacion enzimatica del gen MT-COI se realizé por PCR punto final

utilizando iniciadores universales previamente reportados (Folmer et al., 1994). En
un tubo de PCR se colocaron 10 ng de ADN, amortiguador de PCR 1X, 200 uM de
una mezcla de dNTPs, 1 uM de cada iniciador universal (sentido LCO1490
5GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG3’ y anti-sentido HC02198 5 TAAACTTCA
GGGTGACCAAAAAATCATZ), 1.5 mM de MgCI2 y 1.25 Unidades de Taq
polimerasa® Platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA). Todos los reactivos se
mezclaron y los tubos se colocaron en el termociclador para la amplificacion de
acuerdo con el siguiente programa: un ciclo de desnaturalizacion inicial a 95°C
durante 3 min, 35 ciclos de amplificacion exponencial desnaturalizando a 95°C por
1 min, alineando los iniciadores a 40°C por 1 min, sintetizando el ADN a 72°C
durante 1.5 min y un ciclo de extension final 7 min a 72°C. La eficiencia de la
amplificacion y la determinacion del peso molecular de los amplicones se
determind mediante el corrimiento de una electroforesis al 1.5% de agarosa en
TAE 1X a 60 volts durante 1.5 h. El gel agarosa fue visualizado en un trans-
iluminador de luz UV y mediante la comparacion de la migracion con las bandas
de ADN del marcador de 100 pb (Invitrogen, Carlsbad, CA) se corroboré que el
amplicén obtenido tuviera 710 pb. Posteriormente, los amplicones de PCR fueron
sometidos a una secuenciacidbn Sanger mediante el servicio de Macrogen Inc.

(Geumcheon-gu, Seoul Republica de Korea).

7.3.3.- Obtencion del cédigo de barras de ADN y analisis de
secuencias del gen MT-COI

Los electroferogramas de las secuencias del gen MT-COI obtenidos fueron
visualizados en el programa de libre distribucion Chromas Pro para verificar la
calidad de la secuenciacién. Posteriormente, se realizé la edicién y el ensamble de
las secuencias usando el programa Bioedit 7.2 (Hall, 1997). Para realizar la

identificacion de los especimenes por caracteres moleculares, cada secuencia
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ensamblada fue comparada con secuencias homologas ortdlogas del gen MT-COI
usando el algoritmo Basic Local Alignment Search Tool BLAST (Altschul et al.,
1990), suministrado por el National Center for Biotechnology Information NCBI
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) o reporte taxondmico de la base de datos
BOLD Systems v4. Posteriormente, todas las secuencias ensambladas se
utilizaron para obtener el codigo de barras de cada individuo de las cuatro
especies analizadas mediante el registro de las secuencias parciales del gen MT-
COIl en la base de datos Barcode of Life Data Systems v4 (BOLD Systems
http://www.boldsystems.org). Una vez que las secuencias fueron validadas para la
identificacion por codigos de barras de ADN del gen MT-COI para los adultos bajo

estudio, se llevd a cabo el analisis bioinformatico.

Usando el programa Mega 7 (Kumar et al., 2017), se realiz6 un alineamiento
multiple de secuencias CLUSTALW como base para la creacion de una matriz de
distancias por pares y para la construccién de un dendograma. Para la matriz de
distancias se considerd una estimacion de varianza por el método Bootstrap con
1000 remuestreos, con un modelo de sustitucion de nucleétidos mediante el
andlisis Kimura 2 parametros y un patron de distribucibn gamma. Para la
elaboracion del arbol, se empleé el analisis de Maxima Verosimilitud con un
modelo general reversible en el tiempo en distribucibn gamma con sitios
invariantes (G + I) y un soporte de ramas mediante un analisis de Bootstrap con
1000 remuestreos. El modelo de sustitucion nucleotidica se eligi6 mediante una
prueba estadistica en donde los modelos con los valores més bajos en el criterio
bayesiano son los mejores para describir los patrones de sustitucion, encontrando
gue el modelo GTR+G+l era el que mejor se ajustaba a los datos obtenidos. En
total se utilizaron 25 secuencias para la elaboracion del dendograma, se
obtuvieron de la base de datos de BOLD Systems, considerando como especies
cercanas a Paranomala a las especies Anomala innuba AAH6841 perteneciente al
mismo género y Strigoderma sp. ABW8722 perteneciente a la misma subfamilia.
Mientras que en el caso de Cyclocephala se utilizaron las secuencias de las

especies Cyclocephala parallela AAY5367 perteneciente al mismo género y de la
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misma subfamilia Euetheola humilis AAH6821. Como grupo externo se utilizé la
secuencia de la especie Diplotaxis sp. AAN6079 perteneciente a la subfamilia
Melolonthinae, ya que es una especie filogenéticamente muy cercana debido a

gue pertenece a la misma familia.

8.- Resultados

8.1.- Revision de caracteres morfolégicos de adultos
Como parte del ejercicio taxondmico, se inicio con la identificacion de 42 adultos a

nivel de familia, considerando las caracteristicas siguientes (Cherman y Mordn,
2014): maza antenal conformada por tres a siete lamelas brillantes con sedas
dispersas; cuerpo oval y con colores diversos; abdomen formado por seis
segmentos visibles y segmentos cuarto y quinto con espiraculos situados en los
extremos laterales de los esternitos; penultimo terguito fuertemente esclerosado y
fusionado lateralmente con el esternito respectivo, cerca del ultimo par de
espiraculos y orificios respiratorios de los ultimos tres segmentos abdominales

situados cerca del borde superior de los esternitos (condicién Pleurostictii).

En el caso de los integrantes del género Paranomala, se determiné su identidad

para 20 individuos con base en las caracteristicas siguientes:

Paranomala hoepfneri: Los machos presentaron el borde exterior de las
mandibulas expuesto a los lados del clipeo; tercio apical del margen externo de
los élitros con una franja ancha, oscura y opaca, asi como un margen sutural de
los élitros con una franja oscura que se ensanchaba cuando menos en el tercio
central; con una longitud corporal de 13-15 mm. Edeago de color pardo rojizo mas
0 menos oscuro, con una longitud de 3.10x1.08 mm, glabro, con parameros cortos
y formando un angulo de 90° con respecto a la falobase; apice de los parameros
con simetria rectangular. El spiculum gastrale fue visualizado en forma de “Y” con
un tamafo de 1.5 mm por la proyeccion de los brazos separados y con una

posicion basal curva (Figura 6).
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10 mm

1 mm

Figura 6. Imagen representativa de un adulto macho considerado en el presente estudio como
Paranomala hoepfneri y de estructuras diagnosticas a nivel de especie. A) Apariencia corporal del
ejemplar montado, en posicién dorsal; B) Apariencia corporal del ejemplar, en posicién lateral; C) Apariencia
corporal del ejemplar, en posicion frontal; D) Edeago en posicion lateral; E) Edeago en posicién dorsal; F)
Parameros en posicion distal; G) Spiculum gastrale.
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Paranomala semicincta: Los machos presentaron el borde lateral del pronoto
moderadamente angulado de color verde metalico intenso y élitros de color café
pardo obscuro; placa pigidial punteada con rugosidades dispuestas en sentido
concéntrico. El edeago presenté una longitud de 3.18x 1.45 mm, con un color
pardo-rojizo mas o menos oscuro, con aspecto glabro, pardmeros cortos y
redondeados, formando un angulo de 125° con respecto a la falobase; el apice de
los parameros mostré simetria en forma redonda. Con respecto al spiculum
gastrale, este presenté forma de “V” con un tamafo de 1.87 mm por la proyeccion

de los brazos separados y con una posicion basal recta (Figura 7).

Para el género Cyclocephala, se revisaron 22 ejemplares. Los machos revisados
mostraron la frente y el pronoto convexo, sin tubérculos, carinas o depresiones;
ufia interna hendida y mas grande que la ufia externa; meso y metatibias con

apices rectos, no ensanchados.

Cyclocephala barrerai: pronoto y élitros testaceos, sin manchas contrastantes;
maza antenal masculina mas larga que los artejos precedentes; borde anterior del
clipeo estrechamente redondeado y un poco levantado; longitud corporal entre 11
y 14 mm. El edeago presenté una coloracion pardo-rojiza, con una longitud de
2.66x1.06 mm, con aspecto glabro, exhibiendo parameros largos y triangulares en
un angulo de 135° con respecto a la falobase. Los parameros cuentan con un
apice con simetria ovalada y son mas cortos en comparacion con la falobase. El
spiculum gastrale presenta forma de “T”, con un tamano de 1.95 mm por la

proyeccion de los brazos separados y con una posicién basal curva (Figura 8).
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10 mm

1mm

Figura 7. Imagen representativa de un adulto macho considerado en el presente estudio como
Paranomala semicincta y de estructuras diagnésticas a nivel de especie. A) Apariencia corporal del
ejemplar montado, en posicion dorsal; B) Apariencia corporal del ejemplar, en posicion lateral; C) Apariencia
corporal del ejemplar, en posicion frontal; D) Edeago en posicién lateral; E) Edeago en posicion dorsal; F)
Parameros en posicion frontal; G) Spiculum gastrale.
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Cyclocephala lunulata: maza antenal masculina mas corta que la longitud de todos
artejos precedentes; clipeo testdceo con una frente pardo-obscura base del
pronoto sin margen, con tres conjuntos de franjas o manchas irregulares poco
definidas. Los élitros presentaron una coloracion amarilla-pajiza con dos conjuntos
de franjas parduzcas transversales, irregulares, sinuosas, muy variables en
extension e intensidad; esternitos y placa pigidial testaceos; longitud corporal entre
13y 16 mm. El edeago present6 una coloracion pardo-rojiza, con una longitud de
3.04x 1.17mm, con aspecto glabro; parameros largos y triangulares, formando un
angulo de 90° con respecto a la falobase. Los pardmeros muestran simetria
triangular y son cortos con respecto a la falobase. El spiculum gastrale tuvo una
forma de “V” con un tamafio de 1.82 mm por la proyeccion de los brazos

separados y con una posicién basal curva (Figura 9).

8.2.- Estudio taxondmico con caracteres moleculares
Se obtuvieron veinte secuencias del gen MT-COI de aproximadamente 676 a 688

nucledtidos para la identificacion por caracteres moleculares de cinco
especimenes de cada especie estudiada. Las secuencias ensambladas fueron
sometidas a un reporte taxondmico en la base de datos BOLD Systems,
obteniéndose la identidad a través de la comparacion con secuencias homaélogas
ortélogas del gen MT-COI (Cuadro 1). La similitud obtenida de las secuencias
indicd que los especimenes pertenecen al orden Coleoptera, a la superfamilia
Scarabaeoidea y a la familia Melolonthidae. Diez individuos fueron identificados
como miembros de la subfamilia Rutelinae (Paranomala) y los otros diez
organismos fueron clasificados como parte de la subfamilia Dynastinae
(Cyclocephala).
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10 mm

1 mm

Figura 8. Imagen representativa de un adulto macho considerado en el presente estudio como
Cyclocephala barrerai y de estructuras diagnésticas a nivel de especie. A) Apariencia corporal del
ejemplar montado, en posicion dorsal; B) Apariencia corporal del ejemplar, en posicién lateral; C) Apariencia
corporal del ejemplar, en posicion frontal; D) Edeago en posicién lateral; E) Edeago en posicion dorsal; F)
Parameros en posicion distal; G) Spiculum gastrale.
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10 mm

Figura 9. Imagen representativa de un adulto macho considerado en el presente estudio como
Cyclocephala lunulata y de estructuras diagndsticas a nivel de especie. A) Apariencia corporal del
ejemplar montado, en posicion dorsal; B) Apariencia corporal del ejemplar, en posicién lateral; C) Apariencia
corporal del ejemplar, en posicién frontal; D) Edeago en posicion lateral; E) Edeago en posicién dorsal; F)
Parameros en posicion distal; G) Spiculum gastrale.
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Cuadro 1.- indice de similitud de las secuencias del gen mitocondrial MT-COI de cinco vouchers de
integrantes de Paranomala y cinco de Cyclocephala. Rango de similitud obtenido por reporte taxonémico
en la base de datos BOLD Systems de secuencias homélogas ortdlogas del gen MT-COI.

Especie Especies comparadas indice de similitud
Paranomala hoepfneri Anomala digressa 96.46 a 96.16%
Callistethus parapulcher 91.4%
Callistethus lativittis 91.4 a 91.06%
Paranomala semicincta Callistethus multiplicatus 89.21 a 88.69%
Callistethus specularis 89.16 a 88.53%
Anomala marginata 88.38%
Cyclocephala barrerai Cyclocephala pasadenae 92.72a292.17%
Cyclocephala lurida 91.71 a 91.4%
Cyclocephala castaniella 89.25%
Cyclocephala parallela 89.09 a 88.17%
Cyclocephala borealis 88.63 a 87.86%
Cyclocephala lunulata Dyscinetus dubius 92.92 a2 92.26%
Cyclocephala williami 92.17%
Cyclocephala signaticollis 88.08 a 87.74%
Cyclocephala insulicola 87.45 a 87.04%

8.3.- Registro de secuencias del gen MT-COI
La informacion obtenida en este trabajo fue de secuencias parciales del gen MT-

COl recopiladas de la base de datos BOLD Systems y se obtuvo el cédigo de
barras para veinte especimenes. Fue asi como se adquiri6 un Nimero de indice
de Cddigo de Barras (BIN, Barcode Index Number, por sus siglas en inglés) para
cada uno de los cinco vouchers revisados por cada especie (Cuadro 2). Las
trazas, secuencias y codigo de barras obtenidas para los vouchers de los adultos
revisados y ubicados a nivel de especie, se muestran en las Cuadros 3, 4, 5y 6.
Las trazas muestran el electroferograma obtenido del secuenciador indica una
buena calidad de la secuencia debido a que no se observa ruido en la base de la
linea y los picos de la sefial de cada nucledtido estan bien definidos sin
interferencias ni solapamiento, las secuencias editas y ensambladas en direccion
sentido y el codigo de barras obtenido de la base de datos de BOLD Systems que

representa la secuencia en lineas verticales asignando el color verde para
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Adenina, rojo para Timina, amarillo para los nucleétidos de Guanina y azul para

Citosina.

Cuadro 2.- BIN’s de especies registradas. Se muestran los BIN's asignados a cada uno de los vouchers de

los adultos revisados, a partir de la base de datos de BOLD Systems.

Ejemplar BIN

Paranomala hoepfneri ADK8884
PhV1, PhV2, PhV3, PhV4y PhV5

Paranomala semicincta ADK®8945
PsV1, PsV2, PsV3, PsV4y PsV5

Cyclocephala barrerai ADK®8931
CbV1, CbV2, CbV3, CbV4y CbV5

Cyclocephala lunulata ADK9101

Clvi, CIV2, CIV3, CIV4 y CIV5

BIN= Barcode Index Number / V= voucher

36



Cuadro 3. Caracteres moleculares registrados para adultos de Paranomala hoepfneri. Muestra el nimero de voucher para la especie, trazas, secuencias y

codigo de barras asignado por BOLD Systems.

Paranomala hoepfneri V1

CAGTTGATTTAGCTATTTTTAGACTACACTTAGC

AGATATTGGAACTTTATACTTTCTATTCGGCAGATGAGCTGGA
ATAGTAGGAACTTCCCTAAGACTTTTAATTCGAGCAGAATTAG
GTAATCCTGGTTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTA
ATTGTCACAGCTCATGCTTTTATCATAATTTTTTTTATAGTTATA
CCTATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAGTGCCACTAAT
ACTAGGAGCTCCAGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATA
AGATTTTGGCTTCTTCCCCCATCTCTTACTCTTCTTTTAATAAG
AAGGTTAGTAGAAAATGGAGCTGGAACTGGTTGAACAGTGTA
CCCCCCACTGTCAGCTAATATTGCTCATAGAGGTGCTTCAGTT
GATTTAGCTATTTTTAGACTACACTTAGCAGGAATCAGATCTAT
TTTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACAGTAATCAATATACGTT
CTACAGGAATAACATTTGATGGAATACCTTTATTTGTATGATCA
GTTGTACTAACAGCTTTACTGTTACTTTTATCTTTACCAGTTTTA
GCTGGAGCTATTACAATACTATTAACAGACCGAAATATTAATAC
AACATTTTTTGATCCTGCGGGAGGTGGAGACCCAATTTTATAC
CAGCACCTATTTTGATTTTTT

Paranomala hoepfneri V2

IGTCAGCTAATATTGCTCATAGAGGTGCTT(

TAAAGATATTGGAACTTTATACTTTCTATTCGGCAGATGAGCTG
GAATAGTGGGAACTTCCCTAAGACTTTTAATTCGAGCAGAATT
AGGTAATCCTGGTTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATG
TAATTGTCACAGCTCATGCTTTTATCATAATTTTTTTTATAGTTA
TACCTATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAGTGCCACTA
ATACTAGGAGCTCCAGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATA
TAAGATTTTGGCTTCTTCCCCCATCTCTTACTCTTCTTTTAATAA
GAAGGTTAGTAGAAAATGGAGCTGGAACTGGTTGAACAGTGT
ACCCCCCACTGTCAGCTAATATTGCTCATAGAGGTGCTTCAGT
TGATTTAGCTATTTTTAGACTACACTTAGCAGGAATCAGATCTA
TTTTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACAGTAATCAATATACGT
TCTACAGGAATAACATTTGATCGAATACCTTTATTTGTATGATC
AGTTGTACTAACAGCTTTACTGTTACTTTTATCTTTACCAGTTTT
AGCTGGAGCTATTACAATACTATTAACAGACCGAAATATTAATA
CAACATTTTTTGACCCTGCGGGAGGTGGAGACCCAATTTTATA
CCAGCACCTATTTTGATTTTTTGG
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Paranomala hoepfneri V3

ACTGTCAGCTAATATTGCTCATAGAGGTGCTTICAGT

AAAAGATATTGGAACTTTATACTTTCTATTCGGCAGATGAGCTG
GAATAGTGGGAACTTCCCTAAGACTTTTAATTCGAGCAGAATT
AGGTAATCCTGGTTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATG
TAATTGTCACAGCTCATGCTTTTATCATAATTTTTTTTATAGTTA
TACCTATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAGTGCCACTA
ATACTAGGAGCTCCAGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATA
TAAGATTTTGGCTTCTTCCCCCATCTCTTACTCTTCTTTTAATAA
GAAGGTTAGTAGAAAATGGAGCTGGAACTGGTTGAACAGTGT
ACCCCCCACTGTCAGCTAATATTGCTCATAGAGGTGCTTCAGT
TGATTTAGCTATTTTTAGACTACACTTAGCAGGAATCAGATCTA
TTTTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACAGTAATCAATATACGT
TCTACAGGAATAACATTTGATCGAATACCTTTATTTGTATGATC
AGTTGTACTAACAGCTTTACTGTTACTTTTATCTTTACCAGTTTT
AGCTGGAGCTATTACAATACTATTAACAGACCGAAATATTAATA
CAACATTTTTTGACCCTGCGGGAGGTGGAGACCCAATTTTATA
CCAGCACCTATTTTGATTTTTTG

Paranomala hoepfneri V4

AGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAA(C

AAGATATTGGAACTTTATACTTTCTATTCGGCAGATGAGCTGG
AATAGTAGGAACTTCCCTAAGACTTTTAATTCGAGCAGAATTA
GGTAATCCTGGTTCCTTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGT
AATTGTCACAGCTCATGCTTTTATCATAATTTTTTTTATAGTTAT
ACCTATTATAATTGGTGGATTTGGAAATTGATTAGTGCCACTAA
TACTAGGAGCTCCAGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATAT
AAGATTTTGGCTTCTTCCCCCATCTCTTACTCTTCTTTTAATAA
GAAGGTTAGTAGAAAATGGAGCTGGAACTGGTTGAACAGTGT
ACCCCCCACTGTCAGCTAATATTGCTCATAGAGGTGCTTCAGT
TGATTTAGCTATTTTTAGACTACACTTAGCAGGAATCAGATCTA
TTTTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACAGTAATCAATATACGT
TCTACAGGAATAACATTTGATCGAATACCTTTATTTGTATGATC
AGTTGTACTAACAGCTTTACTGTTACTTTTATCTTTACCAGTTTT
AGCTGGAGCTATTACAATACTATTAACAGACCGAAATATTAATA
CAACATTTTTTGATCCTGCGGGAGGTGGAGACCCAATTTTATA
CCAGCACCTATTTTGATTTTTT
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Paranomala hoepfneri V5

GAAAATGGAGCTIGGAACTGGTITGAACAGTGTAC

CAGATATAGCATTCCCTCGAATAAACAATATAAGATTTTGGCTT
CTTCCCCCATCTCTTACTCTTCTTTTAATAAGAAGGTTAGTAGA
AAATGGAGCTGGAACTGGTTGAACAGTGTACCCCCCACTGTC
AGCTAATATTGCTCATAGAGGTGCTTCAGTTGATTTAGCTATTT
TTAGACTACACTTAGCAGGAATCAGATCTATTTTAGGAGCAGT
AAATTTTATTACAACAGTAATCAATATACGTTCTACAGGAATAA
CATTTGATCGAATACCTTTATTTGTATGATCAGTTGTACTAACA
GCTTTACTGTTACTTTTATCTTTACCAGTTTTAGCTGGAGCTAT
TACAATACTATTAACAGACCGAAATATTAATACAACATTTTTTG
ATCCTGCGGGAGGTGGAGACCCAATTTTATACCAGCACCTATT
TTGATTTTT
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Cuadro 4. Caracteres moleculares registrados para adultos de Paranomala semicincta. Muestra el numero de voucher para la especie, trazas, secuencias y

codigo de barras asignado por BOLD Systems.

Paranomala semicincta V1

CGGTAACTGACTTGTACCTCTAATAC

AGATATTGGAACTTTATACTTCCTTTTTGGAAGGTGGGCAGGT
ATAGTAGGAACTTCCTTAAGTCTTCTAATTCGTGCCGAATTAG
GAAATCCTGGCTCTTTAATTGGTGATGACCAGATTTATAACGT
AATTGTCACAGCTCATGCATTCATTATAATTTTCTTCATAGTTAT
ACCTATTATAATTGGAGGATTCGGTAACTGACTTGTACCTCTAA
TACTTGGAGCCCCCGATATAGCATTCCCACGAATAAACAATAT
AAGATTCTGGCTTCTTCCCCCCTCTCTCACTCTTCTTTTAATGA
GAAGTTTAGTAGAGAATGGAGCTGGAACTGGTTGAACAGTGT
ATCCCCCACTATCAGCTAATATTGCCCACAGAGGAGCATCAGT
TGACCTAGCTATTTTTAGATTACATCTAGCTGGAATTAGTTCTA
TTCTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACTGTAATTAATATACGT
TCTACAGGAATAACATTTGACCGTATACCTCTATTTGTATGATC
AGTTGTATTAACTGCCTTACTTTTACTTTTATCACTTCCTGTATT
GGCAGGAGCTATTACTATACTTCTTACTGACCGTAATATCAATA
CAACATTTTTTGACCCTGCGGGAGGAGGAGATCCTATCTTATA
TCAACATTTATTTTGATTTTTTGGCCCC

Paranomala semicincta V2

TTGTCACAGCTCATGCATTICATTATAATTITICT

TAAAGATATTGGAACTTTATACTTCCTTTTTGGAAGGTGGGCA
GGTATAGTAGGAACTTCCTTAAGTCTTCTAATTCGTGCCGAAT
TAGGAAATCCTGGCTCTTTAATTGGTGATGACCAGATTTATAA
CGTAATTGTCACAGCTCATGCATTCATTATAATTTTCTTCATAG
TTATACCTATTATAATTGGAGGATTCGGTAACTGACTTGTACCT
CTAATACTTGGAGCCCCCGATATAGCATTCCCACGAATAAACA
ATATAAGATTCTGGCTTCTTCCCCCCTCTCTCACTCTTCTTTTA
ATGAGAAGTTTAGTAGAGAATGGAGCTGGAACTGGTTGAACA
GTGTATCCCCCACTATCAGCTAATATTGCCCACAGAGGAGCAT
CAGTTGACCTAGCTATTTTTAGATTACATCTAGCTGGAATTAGT
TCTATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACTGTAATTAATATA
CGTTCTACAGGAATAACATTTGACCGTATACCTCTATTTGTATG
ATCAGTTGTATTAACTGCCTTACTTTTACTTTTATCACTTCCTGT
ATTGGCAGGAGCTATTACTATACTTCTTACTGACCGTAATATCA
ATACAACATTTTTTGACCCTGCGGGAGGAGGAGATCCTATCTT
ATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGG

n 193
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400 549
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Paranomala semicincta V3

CTATCAGCTAATATTGC CCACAGAGGAGCAT G2

TAAAGATATTGGAACTTTATACTTCCTTTTTGGAAGGTGGGCA
GGTATAGTAGGAACTTCCTTAAGTCTTCTAATTCGTGCCGAAT
TAGGAAATCCTGGCTCTTTAATTGGTGATGACCAGATTTATAA
CGTAATTGTCACAGCTCATGCATTCATTATAATTTTCTTCATAG
TTATACCTATTATAATTGGAGGATTCGGTAACTGACTTGTACCT
CTAATACTTGGAGCCCCCGATATAGCATTCCCACGAATAAACA
ATATAAGATTCTGGCTTCTTCCCCCCTCTCTCACTCTTCTTTTA
ATGAGAAGTTTAGTAGAGAATGGAGCTGGAACTGGTTGAACA
GTGTATCCCCCACTATCAGCTAATATTGCCCACAGAGGAGCAT
CAGTTGACCTAGCTATTTTTAGATTACATCTAGCTGGAATTAGT
TCTATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACTGTAATTAATATA
CGTTCTACAGGAATAACATTTGACCGTATACCTCTATTTGTATG
ATCAGTTGTATTAACTGCCTTACTTTTACTTTTATCACTTCCTGT
ATTGGCAGGAGCTATTACTATACTTCTTACTGACCGTAATATCA
ATACAACATTTTTTGACCCTGCGGGAGGAGGAGATCCTATCTT
ATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGG

Paranomala semicincta V4

CTTCATAGTTATACCTATTATAATTGGAGGATTCGG

AAAAGATATTGGAACTTTATACTTCCTTTTTGGAAGGTGGGCA
GGTATAGTAGGAACTTCCTTAAGTCTTCTAATTCGTGCCGAAT
TAGGAAATCCTGGCTCTTTAATTGGTGATGACCAGATTTATAA
CGTAATTGTCACAGCTCATGCATTCATTATAATTTTCTTCATAG
TTATACCTATTATAATTGGAGGATTCGGTAACTGACTTGTACCT
CTAATACTTGGAGCCCCCGATATAGCATTCCCACGAATAAACA
ATATAAGATTCTGGCTTCTTCCCCCCTCTCTCACTCTTCTTTTA
ATGAGAAGTTTAGTAGAGAATGGAGCTGGAACTGGTTGAACA
GTGTATCCCCCACTATCAGCTAATATTGCCCACAGAGGAGCAT
CAGTTGACCTAGCTATTTTTAGATTACATCTAGCTGGAATTAGT
TCTATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACTGTAATTAATATA
CGTTCTACAGGAATAACATTTGACCGTATACCTCTATTTGTATG
ATCAGTTGTATTAACTGCCTTACTTTTACTTTTATCACTTCCTGT
ATTGGCAGGAGCTATTACTATACTTCTTACTGACCGTAATATCA
ATACAACATTTTTTGACCCTGCGGGAGGAGGAGATCCTATCTT
ATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGC

0 199
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200 99
L MR M
400 599
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Paranomala semicincta V5

ATATAGCATTCCCACGAATAAACAATATAAGATT

TAAAGATATTGGAACTTTATACTTCCTTTTTGGAAGGTGGGCA
GGTATAGTAGGAACTTCCTTAAGTCTTCTAATTCGTGCCGAAT
TAGGAAATCCTGGCTCTTTAATTGGTGATGACCAGATTTATAA
CGTAATTGTCACAGCTCATGCATTCATTATAATTTTCTTCATAG
TTATACCTATTATAATTGGAGGATTCGGTAACTGACTTGTACCT
CTAATACTTGGAGCCCCCGATATAGCATTCCCACGAATAAACA
ATATAAGATTCTGGCTTCTTCCCCCCTCTCTCACTCTTCTTTTA
ATGAGAAGTTTAGTAGAGAATGGAGCTGGAACTGGTTGAACA
GTGTATCCCCCACTATCAGCTAATATTGCCCACAGAGGAGCAT
CAGTTGACCTAGCTATTTTTAGATTACATCTAGCTGGAATTAGT
TCTATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACTGTAATTAATATA
CGTTCTACAGGAATAACATTTGACCGTATACCTCTATTTGTATG
ATCAGTTGTATTAACTGCCTTACTTTTACTTTTATCACTTCCTGT
ATTGGCAGGAGCTATTACTATACTTCTTACTGACCGTAATATCA
ATACAACATTTTTTGACCCTGCGGGAGGAGGAGATCCTATCTT
ATATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGCC

1] 139
20n 399

400 599
60N 652
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Cuadro 5. Caracteres moleculares registrados para adultos de Cyclocephala barrerai. Muestra el nimero de voucher para la especie, trazas, secuencias y

codigo de barras asignado por BOLD Systems.

Cyclocephala barrerai V1

350 360 37 380 3
[ATCATCTAATATTGCACACAGTGGTGCTTCTGTTGACCTTGCTA

AATAAAAGATATTGGAACATTATACTTTCTTTTCGGAAGCTGAT
CTGGGATAGTAGGGACTTCCTTAAGATTACTAATTCGAGCTGA
ATTAGGTAACCCAGGATCCTTAATTGGTGATGACCAAATTTATA
ATGTAATTGTAACTGCTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAG
TAATACCTATTATAATTGGGGGATTTGGTAATTGACTTGTTCCC
CTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAA
TATAAGATTTTGACTTCTCCCACCCTCATTAACTCTCCTTCTTT
CCAGAAGAATAGTAGAAAATGGGGCAGGAACTGGGTGAACAG
TATATCCCCCCCTATCATCTAATATTGCACACAGTGGTGCTTCT
GTTGACCTTGCTATTTTTAGATTACATTTAGCAGGTATTTCTTC
AATTTTAGGTGCTGTAAATTTTATTACTACAGTTATTAACATGC
GGTCAACAGGTATAACATTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGA
TCAGTTATATTAACTGCTATTTTACTTCTTCTCTCTCTCCCAGTT
CTAGCAGGCGCTATTACTATATTATTAACAGACCGAAATATTAA
CACAACCTTTTTTGACCCGGCAGGGGGGGGTGATCCTATTC
TTATCAACATTTATTTTGATTTTTTG

Cyclocephala barrerai V2

260 20 250 290
GACTTCTCCCACCCTCATTAACTCTCCTTCTTTCCAGAAG!

CTAAAGATATTGGAACATTATACTTTCTTTTCGGAAGCTGATCT
GGGATAGTAGGGACTTCCTTAAGATTACTAATTCGAGCTGAAT
TAGGTAACCCAGGATCCTTAATTGGTGATGACCAAATTTATAAT
GTAATTGTAACTGCTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAGTA
ATACCTATTATAATTGGGGGATTTGGTAATTGACTTGTTCCCCT
AATATTAGGAGCTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATA
TAAGATTTTGACTTCTCCCACCCTCATTAACTCTCCTTCTTTCC
AGAAGAATAGTAGAAAATGGGGCAGGAACTGGGTGAACAGTA
TATCCCCCCCTATCATCTAATATTGCACACAGTGGTGCTTCTG
TTGACCTTGCTATTTTTAGATTACATTTAGCAGGTATTTCTTCA
ATTTTAGGTGCTGTAAATTTTATTACTACAGTTATTAACATGCG
GTCAACAGGTATAACATTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGAT
CAGTTATATTAACTGCTATTTTACTTCTTCTCTCTCTCCCAGTT
CTAGCAGGCGCTATTACTATATTATTAACAGACCGAAATATTAA
CACAACCTTTTTTGACCCGGCAGGGGGGGGTGATCCTATTCT
TTATCAACATTTATTTTGATTTTTTG

[ 139
e E EER N

200 399
I

400 549
T AT L T T

101 652
AR
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Cyclocephala barrerai V3

TAAAGATATTGGAACATTATACTTTCTTTTCGGAAGCTGATCTG
GGATAGTAGGGACTTCCTTAAGATTACTAATTCGAGCTGAATT
AGGTAACCCAGGATCCTTAATTGGTGATGACCAAATTTATAAT

L] 139
arTacTicaTrarTakcatecoetcarcaceTaraics GTAATTGTARCTGCTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAGTA ||ININNIL NN RO AN A
ATACCTATTATAATTGGGGGATTTGGTAATTGACTTGTTCCCCT

2nn 399
Tancartrrencrrercocaceateattanerorecrrerrroe. MMM O 00RO A
AGAAGAATAGTAGAAAATGGGGCAGGAACTGGGTGAACAGTA 400 594
rarccccccctatcatctaatatracacacactactecrrers [N NAK AN LR AR NN

TTGACCTTGCTATTTTTAGATTACATTTAGCAGGTATTTCTTCA
ATTTTAGGTGCTGTAAATTTTATTACTACAGTTATTAACATGCG il
crcancacerataacatrraarcaaatacerrrarrrarrraar  IIMINIIIMIVIRINI
CAGTTATATTAACTGCTATTTTACTTCTTCTCTCTCTCCCAGTT
CTAGCAGGCGCTATTACTATATTATTAACAGACCGAAATATTAA
CACAACCTTTTTTGACCCGGCAGGGGGGGGTGATCCTATTCT
TTATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGT

B&1

Cyclocephala barrerai V4

TCATAAAGATATTGGAACATTATACTTTCTTTTCGGAAGCTGAT
CTGGGATAGTAGGGACTTCCTTAAGATTACTAATTCGAGCTGA

330 s0u 3w a5u ATTAGGTAACCCAGGATCCTTAATTGGTGATGACCAAATTTATA

TATCATCTAATATTGCACACAGTGGTGCTTCTGT TG  ATGTAATTGTAACTGCTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAG 12
TAATACCTATTATAATT ATTTGGTAATTGACTTGTT!
Hewyrstinbioyosibenyealyiesdiaatbaviibgeoreu || 111101 TRV EEURTT O AR

TATAAGATTTTGACTTCTCCCACCCTCATTAACTCTCCTTCTTT

200 399
ccnaAAGARTAGTAGAAAATG GG GCAGGAACTGGGTGAACAS [N A0 A

TATATCCCCCCCTATCATCTAATATTGCACACAGTGGTGCTTCT

400 599
‘ sarrrracaracretaastrrrarractacaatrarrancarec  HINIINNNNNDNOR 00 A OO SO AR

GGTCAACAGGAATAACATTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGA  ann BES
reastratatrasctectatrTacretrerercrcteeeastt HHRINIMITININN
CACAACCTTTTTTGACCCGGCAGGGGGGGGTGATCCTATTCT

TTATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGCA

44



Cyclocephala barrerai V5

GCGGTCAACAGGTATAACATTITGATCGAATACCT

ATATAAAGATATTGGAACATTATACTTTTTTTTCGGAAGCTGAT
CTGGGATAGTAGGGACTTCCTTAAGATTATTAATTCGAGCTGA
ATTAGGTAACCCAGGATCCTTAATTGGTGATGACCAAATTTATA
ATGTAATTGTAACTGCTCATGCATTTATTATAATTTTTTTTATAG
TAATACCCATTATAATTGGGGGATTTGGTAATTGACTTGTTCCC
CTAATATTAGGAGCTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAA
TATAAGATTTTGACTTTTCCCACCCTCATTAACTCTCCTTCTTT
CCAGAAGAATAGTAGAAAATGGGGCAGGAACTGGGTGAACAG
TATATCCCCCCCTATCATTTAATATTGCACACAGTGGTGCTTCT
GTTGACCTTGCTATTTTTAGATTACATTTAGCAGGTATTTCTTC
AATTTTAGGTGCTGTAAATTTTATTACTACAGTTATTAACATGC
GGTCACCAGGTATAACATTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGA
TCAGTTATATTAACTGCTATTTTACTTCTTCTCTTTTTCCCAGTT
CTAGCAGGCGCTATTACTATATTATTAACAGACCGAAATATTAA
CACAACCTTTTTTGACCCGGCAGGGGGGGGTGATCCTATTCT
TTATCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTACCC

a 1949
R A XA
200 339
M0 OO A
400 589
M0 Oy
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Cuadro 6. Caracteres moleculares registrados para adultos de Cyclocephala lunulata. Muestra el nimero de voucher para la especie, trazas, secuencias y

codigo de barras asignado por BOLD Systems.

Cyclocephala lunulata V1

CTIGTTATACTTACTGCTATTCTATTATTATTAT!

TCTAAAGATATTGGAACATTATATTTTCTTTTTGGAAGATGATC
TGGAATAGTCGGAACATCGCTTAGTCTATTAATTCGAGCTGAA
CTAGGTAACCCTGGGTCTCTAATTGGAGATGACCAAATTTATA
ATGTAATTGTAACTGCTCATGCATTCATTATAATTTTCTTTATAG
TTATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGACTTGTACCT
TTAATACTAGGCGCGCCAGATATAGCTTTCCCACGAATAAATA
ATATAAGATTTTGACTTCTTCCTCCTTCTTTAACTTTACTTCTTT
CAAGAAGAATAGTCGAAAATGGGGCAGGTACAGGTTGAACTG
TGTATCCCCCCCTCTCAGCAAATATTGCACATAGAGGAGCCTC
TGTTGATTTAGCTATTTTTAGATTACATTTAGCAGGAATTTCCT
CTATTTTAGGAGCTGTAAATTTTATTACCACAGTTATTAATATAC
GATCAACAGGAATAACATTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGG
TCTGTTATACTTACTGCTATTCTATTATTATTATCCCTGCCTGTT
TTAGCAGGAGCCATTACAATACTTTTAACTGACCGAAATATTAA
TACAACATTTTTTGACCCAGCTGGAGGAGGAGACCCTATCTTA
TACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGC

Cyclocephala lunulata V2

TCTCAGCAAATATTGCACATAGAGGAGCCTCTG]

TAAAGATATTGGAACATTATATTTTCTTTTTGGAAGATGATCTG
GAATAGTCGGGACATCGCTTAGTCTATTAATTCGAGCTGAACT
AGGTAACCCTGGGTCTCTAATTGGAGATGACCAAATTTATAAT
GTAATTGTAACTGCCCATGCATTCATTATAATTTTCTTTATAGTT
ATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGACTTGTACCTTT
AATACTAGGCGCGCCAGATATAGCTTTCCCACGAATAAATAAT
ATAAGATTTTGACTTCTTCCTCCTTCTTTAACTTTACTTCTTTCA
AGAAGAATAGTCGAAAATGGGGCAGGTACAGGTTGAACTGTG
TATCCCCCCCTCTCAGCAAATATTGCACATAGAGGAGCCTCTG
TTGATTTAGCTATTTTTAGATTACATTTAGCAGGAATTTCCTCTA
TTTTAGGAGCTGTAAATTTTATTACCACAGTTATTAATATACGA
TCAACAGGAATAACATTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGGTC
TGTTATACTTACTGCTATTCTATTATTATTATCCCTGCCTGTTTT
AGCAGGAGCCATTACAATACTTTTAACTGACCGAAATATTAATA
CAACATTTTTTGACCCAGCTGGAGGAGGAGACCCTATCTTATA
CCAACATTTATTTTGATTTTTTGGAC

a 199
200 399
) 193

200 339
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Cyclocephala lunulata V3

o

&CC{C&GII{II&&I&I&CG&IC&{CKGG{{

GATATTGGGACATTATATTTTCTTTTTGGAAGATGATCTGGAAT
AGTCGGAACATCACTTAGTCTATTGATTCGAGCTGAACTAGGT
AACCCTGGGTCTCTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATGTAAT
TGTAACTGCCCATGCATTCATTATAATTTTCTTTATAGTTATACC
TATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGACTTGTACCTTTAATAC
TAGGCGCACCAGATATAGCTTTCCCACGGATAAATAATATAAG
ATTTTGACTTCTTCCTCCTTCTTTAACTTTACTTCTTTCAAGAAG
AATAGTCGAAAATGGGGCAGGTACAGGTTGAACTGTGTATCC
CCCCCTCTCAGCAAATATTGCGCATAGAGGAGCCTCTGTTGAT
TTAGCTATTTTTAGATTACATTTAGCAGGAATTTCCTCTATTTTA
GGAGCTGTAAATTTTATTACCACAGTTATTAATATACGATCAAC
AGGAATAACATTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGGTCTGTTA
TACTTACTGCTATTCTATTATTATTATCCCTGCCTGTTTTAGCA
GGGGCCATTACAATACTTTTAACTGACCGAAATATTAATACAAC
ATTTTTTGACCCAGCTGGGGGAGGCGACCCTATCTTATACCAA
CATTTATTTTGATTTTTTGGCCC

Cyclocephala lunulata V4

LAGAAGAATAGTCGAAAATGGGEGCAGGTACAGGTTGAACT

AAAGATATTGGGACATTATATTTTCTTTTTGGAAGATGATCTGG
AATAGTCGGAACATCACTTAGTCTATTGATTCGAGCTGAACTA
GGTAACCCTGGGTCTCTAATTGGAGATGACCAAATTTATAATG
TAATTGTAACTGCCCATGCATTCATTATAATTTTCTTTATAGTTA
TACCTATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGACTTGTACCTTTA
ATACTAGGCGCACCAGATATAGCTTTCCCACGGATAAATAATA
TAAGATTTTGACTTCTTCCTCCTTCTTTAACTTTACTTCTTTCAA
GAAGAATAGTCGAAAATGGGGCAGGTACAGGTTGAACTGTGT
ATCCCCCCCTCTCAGCAAATATTGCGCATAGAGGAGCCTCTGT
TGATTTAGCTATTTTTAGATTACATTTAGCAGGAATTTCCTCTAT
TTTAGGAGCTGTAAATTTTATTACCACAGTTATTAATATACGAT
CAACAGGAATAACATTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGGTCT
GTTATACTTACTGCTATTCTATTATTATTATCCCTGCCTGTTTTA
GCAGGGGCCATTACAATACTTTTAACTGACCGAAATATTAATA
CAACATTTTTTGACCCAGCTGGGGGAGGCGACCCTATCTTATA
CCAACATTTATTTTGATTTTTT

0 199
200 99
a 139

2nn 389
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Cyclocephala lunulata V5

ACCACAGTTATTAATATACGATCAACAGGAAT?

AAAAGATATTGGAACATTATATTTTCTTTTTGGAAGATGATCTG
GAATAGTCGGAACATCGCTTAGTCTATTAATTCGAGCTGAACT
AGGTAACCCTGGGTCTCTAATTGGAGATGACCAAATTTATAAT
GTAATTGTAACTGCCCATGCATTCATTATAATTTTCTTTATAGTT
ATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGACTTGTACCTTT
AATACTAGGCGCGCCAGATATAGCTTTCCCACGAATAAATAAT
ATAAGATTTTGACTTCTTCCTCCTTCTTTAACTTTACTTCTTTCA
AGAAGAATAGTCGAAAATGGGGCAGGTACAGGTTGAACTGTG
TATCCCCCCCTCTCAGCAAATATTGCACATAGAGGAGCCTCTG
TTGATTTAGCTATTTTTAGATTACATTTAGCAGGAATTTCCTCTA
TTTTAGGAGCTGTAAATTTTATTACCACAGTTATTAATATACGA
TCAACAGGAATAACATTTGATCGAATACCTTTATTTGTTTGGTC
TGTTATACTTACTGCTATTCTATTATTATTATCCCTGCCTGTTTT
AGCAGGAGCCATTACAATACTTTTAACTGACCGAAATATTAATA
CAACATTTTTTGACCCAGCTGGAGGAGGAGACCCTATCTTATA
CCAACATTTATTTTGATTTTTT

1] 139
20n 399

400 599
0N b7
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8.4.- Analisis de secuencias del gen MT-COI
Las secuencias registradas se utilizaron para estimar distancias por pares,

observandose para individuos de la misma especie una distancia de 0.00 como es
el caso de P. semicincta y de 0.005 para C. barrerai y C. lunulata. En el caso de P.
hoepfneri, se presentd una distancia de 0.001. La distancia entre especies de
Cyclocephala fue de 0.13 a 0.20 (C. parallela, C. barrerai y C. lunulata), mientras
que para las especies de Paranomala (0 equivalente) se estimé una distancia de
0.15 a 0.156 (A. innuba, P. semicincta y P. hoepfneri). Las distancias entre
géneros de la subfamilia Dynastinae fue de 0.23 a 0.28, mientras que las
distancias entre géneros de la subfamilia Rutelinae fueron de 0.19 a 0.26 (Cuadro
7).

El grupo externo seleccionado para este analisis fue Diplotaxis sp., perteneciente
a la subfamilia Melolonthinae, presentd las distancias con los valores mas altos
con un intervalo de 0.41 a 0.47 con individuos de la subfamilia Dynastinae,
mientras que para los individuos de la subfamilia Rutelinae, las distancias fueron
de 0.35 a 0.39.

Cuadro 7.- Distancias genéticas por pares de las secuencias registradas en BOLD Systems y especies

externas. Se muestran las distancias por pares entre las secuencias de las especies estudiadas y las
secuencias externas.

1 2 3 4 5 6 7 8
1.-Diplotaxis sp.
2.-Anomala innuba 0.36
3.-Cyclocephala parallela 0.41 0.28
4.-Cyclocephala barrerai 042 0.26 0.13 0.005
5.-Cyclocephala lunulata 0.38 0.26 0.18 0.20 0.005
6.-Paranomala semicincta 035 0.15 0.29 0.28 0.224 0
7.-Paranomala hoepfneri 037 015 0.24 0.27 0.206 0.156 0.001
8.-Strigoderma sp. 039 023 025 0.27 0.26 0.21 0.19
9.-Euetheola humilis 047 0.27 0.27 0.28 0.23 0.30 0.27 0.32
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Asimismo, el dendograma construido con las secuencias del gen MT-COI de las
diferentes especies seleccionadas muestra dos agrupaciones evidentes: un grupo
para los individuos pertenecientes a la subfamilia Rutelinae y otro para los
individuos pertenecientes a la subfamilia Dynastinae. Las agrupaciones obtenidas
para ejemplares de Paranomala se separan como grupos monofiléticos, uno para
los individuos del género Paranomala y otro para el género Strigoderma. Los
individuos reconocidos como P. semicincta y los de P. hoepfneri se agrupan con
un valor de Bootstrap de 100. En el caso de este grupo, se relaciona con un valor
de Bootstrap de 48 con una especie del mismo género A. innuba. ElI género
Strigoderma perteneciente a la subfamilia Rutelinae se encuentra relacionado al

género Paranomala con un valor de Bootstrap de 77.

En segundo lugar, puede observarse la similitud en el grupo donde se encuentran
las especies de Cyclocephala relacionadas de forma estrecha y estas a su vez,
con E. humilis que pertenece a la misma subfamilia, con un Bootstrap del 88.
También dentro de Cyclocephala se separan tres especies, agrupandose los
vouchers de C. barrerai y los vouchers de C. lunulata, con un valor de Bootstrap
de 100, mientras que C. parallela se agrupa como una especie cercana a C.
barrerai con un valor de Bootstrap de 100. Por ultimo, el grupo externo se separa
de los grupos de Dynastinae y Rutelinae, lo cual es consistente con la clasificacion
natural de este grupo de coledpteros, ya que pertenece a una subfamilia diferente
(Figura 10).
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Figura 10.- Dendograma construido a partir de las secuencias parciales del gen MT-COI de los adultos
empleados como modelo de estudio, junto con las de otros taxa de Melolonthidae ya registradas con
anterioridad. Las secuencias parciales del gen MT-COI fueron alineadas con el programa ClustalW y
analizadas por Maxima Verosimilitud. Modelo general reversible en el tiempo en distribucion gamma con sitios
invariantes (G + 1) y un soporte de ramas mediante un andlisis de Bootstrap con 1000 remuestreos Modelo
general reversible en el tiempo en distribucion gamma con sitios invariantes (G + ). Usando el programa
Mega 7 (Kumar et al., 2017).

51



9.- Discusion

Debido a la relevancia economica de varios integrantes de la familia
Melolonthidae, la identificacion y delimitacion de especies a partir de caracteres
morfolégicos ha resultado fundamental, siendo la taxonomia morfologica la
principal forma de clasificacion de todas las especies y el método por excelencia
para el establecimiento de las relaciones filogenéticas (Morén, 1997; Aragon et al.,
2001; Morén-Rios y Mordn, 2001; Reyes-Novelo y Morén, 2005; Aragén-Garcia et
al., 2008; Cherman y Moron, 2014; Morén et al.,, 2014; Hernandez-Cruz et al.,
2014). A pesar de ello, la tendencia en la taxonomia es llevar a cabo las
determinaciones de manera integrativa, mediante la correlacion de diversas lineas
de evidencias que implican el empleo de datos morfolégicos, moleculares,
biogeograficos y ecoldgicos. Por tal razon, en el presente trabajo se propuso la
identificacion de adultos recolectados en CU, BUAP por taxonomia integrativa, en
un intento de sinergizar el uso de caracteres morfoldégicos con caracteres

moleculares.

Con respecto a la identificaciébn por taxonomia morfolégica de las especies
revisadas en el presente trabajo, se realizO con claves dicotdbmicas para su
clasificacion y la descripcion detallada de caracteres morfolégicos externos
basada en estudios de Aragon et al. (2001), Reyes-Novelo y Moron (2005) y
Ramirez-Ponce y Mordn (2009). También se consider6 la opinion del Dr. Aragon
(com. pers.). Cabe sefialar que, a pesar de este avance, a la fecha no se han
publicado claves taxondmicas en las cuales se muestren esquemas 0 imagenes
de las estructuras diagnésticas de machos de P. hoepfneri, P. semicincta y C.
barrerai, lo cual representa un aporte sustancial por parte de este estudio.

De manera consistente con las claves de identificacion morfolégica, tanto los
especimenes recolectados como los vouchers utlizados para obtener las
secuencias del gen MT-COI presentaron todos los rasgos distintivos externos de la
familia Melolonthidae como la condicion Pleurostictii, una maza antenal formada
de 5 a 7 lamelas y los mesoepimeros ocultos bajo los élitros. Los especimenes de

la subfamilia Rutelinae exhibieron los rasgos especificos como el borde exterior de
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las mandibulas expuesto a los lados del clipeo y las dos uiias de cada par de
tarsos con diferente longitud, forma y grosor, mientras que los especimenes de la
subfamilia Dynastinae mostraron las ufias tarsales sencillas de igual longitud y
grosor y patrones de manchas en los élitros y pronoto. Es sabido que la genitalia
de los machos son las estructuras mas utilizadas en la taxonomia morfologica y
sistematica de insectos (Lopez-Guerrero, 1999). Sin embargo, para los adultos de
Paranomala y Cyclocephala revisados, la morfologia del edeago y del spiculum
gastrale aun no cuenta con informacion detallada (del spiculum sélo hay un
registro para machos de Macrodactylus mexicanus Burmeister, atribuible a
Benitez-Herrera, 2014). Por lo tanto, en este trabajo se realizO una primera

descripcion de estas estructuras con valor taxonémico.

También por primera vez se reportdé el empleo de caracteres moleculares para
representantes de Paranomala y de Cyclocephala distribuidas en territorio
mexicano, a partir de secuencias parciales del gen MT-COI. En el caso particular
de C. lunulata ya se contaba con un registro de secuencia parcial en BOLD
Systems, aunque este no se encuentra de manera publica para ser consultado y
tomado como referencia. El andlisis de similitud de secuencias homodlogas
ortélogas del gen MT-COI corroboré que los especimenes identificados por
morfologia pertenecen al orden Coleoptera, superfamilia Scarabaeoidea y familia
Melolonthidae. Debido a la carencia de registros previos de secuencias del gen
MT-COI, diez especimenes fueron identificados como parte de la subfamilia
Rutelinae sin concretarse el género y la especie. Los otros diez individuos fueron
identificados como miembros de la subfamilia Dynastinae y del género
Cyclocephala sin definir la especie. No obstante, la identificacion morfolégica
valido la clasificacion hasta género y especie; por lo tanto, el registro de las
secuencias del gen MT-COI en la base de datos BOLD Systems se realizO por
primera vez para los adultos de P. hoepfneri, P. semicincta, C. barrerai y C.
lunulata. Derivado del registro de las secuencias del gen MT-COlI, la base de datos
BOLD Systems otorgd un numero BIN identificador para cada especie indicando
que el registro cuenta con imagen representativa del cédigo de barras, fotografias
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del espécimen, datos de recolecta, informacion del habitat y trazas de las

secuencias de ADN.

En concordancia con nuestro trabajo, el uso del cédigo de barras de ADN como
herramienta para la identificacion de especimenes se muestra en diversas
investigaciones realizadas en paises como Alemania, Canada, India, Japdn,
Corea, Madagascar y Australia en trabajos reportados por Monaghan et al. (2005),
Pons et al. (2006), Cho et al., (2013), Oba et al. (2015) y Hendrich et al. (2015). En
estas investigaciones el codigo de barras del gen MT-COI permitio la identificacién
de un gran numero de especimenes con la capacidad de diferenciar claramente
entre especies. Asimismo, Muraji et al. (2008) utilizando como marcador molecular
el gen MT-COI distinguieron especies aisladas geograficamente de las islas de
Miyako-jima, Irabu-jima, Ishigaki-jima, y Iriomote-jima en Japén. Aun mas, el
codigo de barras de ADN permiti6 delimitar aquellas especies que presentaban
problemas mediante la identificacion morfolégica, como es el caso del trabajo
realizado por Seidel (2016), en el cual se distinguié gracias a esta herramienta a

E. nana como nueva especie.

En Meéxico, esta herramienta molecular también se ha empleado para la
delimitacién e identificacion de una especie del género Chrysina, la cual presenté
diferencias morfologicas y variaciones en la secuencia de ADN del gen MT-COI
gue las distinguieron para ser considerada como una nueva especie (Pérez-Flores
et al., 2016). El cédigo de barras de ADN también ha sido utilizado en el trabajo
reportado por Zaragoza-Ortega et al. (2017) para la identificaciébn de especies en
estudios de ecologia quimica. En dicho trabajo, se midié la respuesta de los
escarabajos a un atrayente sexual permitiendo establecer la cercania entre Ph.

brevidens y Ph. lenis en Tlaltizapan, Morelos, mediante el uso del gen MT-COlI.

Ademas, el andlisis de distancias genéticas por pares de los adultos de
Paranomala y Cyclocephala de nuestro trabajo revel6 la relacion existente entre
los vouchers de las especies estudiadas en este trabajo, y la distancia con

respecto a especies del mismo género o entre diferentes subfamilias de
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Melolonthidae. Con respecto a los vouchers, se encontré una distancia de 0.00,
0.001 y 0.005, siendo valores muy bajos que indican que los cinco vouchers de
cada especie son muy parecidos entre ellos y, por lo tanto, que pertenecen a la
misma especie. Asimismo, la distancia genética entre diferentes géneros y
subfamilias aumenté de 0.18 hasta 0.36, indicando la separacion entre especies
de Paranomala y Cyclocephala. Ademas, se muestra la separacion entre géneros
de las subfamilias Rutelinae y Dynastinae. Los resultados encontrados en las
distancias genéticas son consistentes con la correcta delimitacion de las especies,
tal como el trabajo reportado por Pérez-Flores et al. (2016), en el cual los
resultados de las distancias genéticas permitio delimitar e identificar una nueva
especie. Asimismo, el andlisis utilizado en ambos trabajos para calcular distancias
por pares fue el modelo Kimura 2-parametros; este método permite distinguir entre
especies a partir de la variacién presente en las secuencias obtenidas, tal como lo
reportado por White et al. (2014) al realizar una comparacién con los diversos
tipos de métodos para obtener distancias genéticas. El dendograma obtenido del
andlisis de las secuencias del gen MT-COI por Maxima Verosimilitud permitié
distinguir entre grupos y generar una propuesta de delimitacion de especies. El
arbol permitié6 agrupar a todos los vouchers pertenecientes a la misma especie,
con un valor de Bootstrap >100. Al mismo tiempo, uni6 a las especies
pertenecientes al mismo género y separé a las dos diferentes subfamilias. En el
caso del grupo externo, este se separ6 como un grupo independiente de ambas
subfamilias, consistente con la clasificacion de la familia Melolonthidae por
caracteres morfolégicos (Cherman y Moroén, 2014). Este método es utilizado en la
construccion de dendogramas para la delimitacion de especies como en el caso
de adultos de Phyllophaga (Zaragoza-Ortega et al., 2017) y de Eudicella (incluido

anteriormente en la su subfamilia Cetoniinae) (Seidel, 2016).
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La taxonomia integrativa proporciona una fuente de informacion complementaria

que permite la identificacion y delimitacion de especies de manera rapida y

confiable, ya que supera las dificultades impuestas por el uso de un solo tipo de

datos y sustenta la identificacion con ambos tipos de informacion. Por lo tanto, la

identificacion de especies en el presente trabajo es el primer paso para conocer y

comprender las relaciones filogenéticas y evolutivas de especies mexicanas de

Melolonthidae y al mismo tiempo, proporciona informacion importante para futuros

estudios en areas como ecologia y biologia de la conservacion.

10. Conclusiones

Se propuso la identificacién de dos especies de Paranomala y dos especies
de Cyclocephala con base en caracteres morfologicos diagndsticos y se
describié detalladamente el caracter que recientemente se ha propuesto
para la identificacion de Melolonthidae (spiculum gastrale), permitiendo
considerarlos como P. hoepfneri, P. semicincta, C. barrerai y C. lunulata.

Se obtuvo el coédigo de barras de ADN del gen MT-COIl de
aproximadamente 676 a 688 pb, agrupados en cinco vouchers por especie.
La distancia genética por pares entre vouchers de la misma especie fue de
0.00 a 0.006, indicando la pertenencia a ese nivel taxonémico. Para
diferentes géneros de Rutelinae y Dynastinae, la distancia genética fue de
0.23 a 0.28, mostrando la cercania entre géneros de la misma subfamilia,
incluyendo a Paranomala y Cyclocephala.

El andlisis de las secuencias parciales del gen MT-COI de los coledpteros
adultos estudiados agrupé y separé a nivel de familia, subfamilia, género y

especie, en consistencia con la clasificacion tradicional de Melolonthidae.
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