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RESUMEN

Macrodactylus mexicanus Burmeister, 1855 y Macrodactylus nigripes Bates, 1887
(Coleoptera: Melolonthidae) son escarabajos comunmente conocidos como
“frailecillos” o “taches” considerados de importancia econémica en México. Para la
instauracion de programas de manejo de estos y otros integrantes del grupo se
han llevado a cabo estudios sobre su biologia, ecologia y taxonomia.
Tradicionalmente, la identificacion taxondmica de estos coledpteros se basa en la
revision de caracteres morfolégicos, lo cual se ha traducido en un avance
significativo en lo que a la clasificacion de la familia Melolonthidae se refiere. No
obstante, es indudable que este enfoque requiere de herramientas que permitan la
confirmacion de identidades a nivel de especie con un mayor nivel de precision,
como la denominada “taxonomia integrativa”. Por tal razén, en el presente trabajo
se obtuvo el cbédigo de barras de ADN del gen MT-COI de M. nigripes y M.
mexicanus y se complemento la informacién de las claves dicotomicas basadas en
caracteres morfolégicos empleadas cotidianamente para la identificacion de estos
insectos. Las muestras de ADN se obtuvieron del protérax de adultos de cada
especie y la amplificacion por PCR del gen MT-COI se efectu6 utilizando
iniciadores universales. Las secuencias obtenidas fueron ensambladas, editadas y
registradas en la base de datos internacional Bold Systems. El andlisis del codigo
de barras de ADN de M. nigripes y M. mexicanus revel6 una identidad del 92%

entre ellos y un 95% al 89% con otras especies del mismo género.



1. Introduccioén

Los coleopteros integran el orden de insectos mas encontrado en la naturaleza,
con cerca de 400,000 especies descritas (Zhang, 2011). Todas ellas estan
agrupadas en 165 familias a nivel mundial (Lawrence et al., 1995) y para
Latinoamérica se conocen 129 familias, 6,704 géneros y 72,479 especies (Solis,
1999); estas poseen una enorme diversidad morfoldgica y ecoldégica, ademas de
ofrecer numerosos servicios a los ecosistemas terrestres y acuaticos (Kéhler et al.,
1998). Varios integrantes de este grupo de insectos son especialmente benéficos,
ya que tienen un papel importante en la polinizacion, contribuyen a la eliminacion
de la materia organica en descomposicion, se comportan como verdaderos
abonadores del suelo y contribuyen a mantener el equilibrio ecolégico de las
especies (Morén, 2001; Romero-Lépez et al., 2010). Otros, sobre todo en estado
larvario, son grandes depredadores y se encargan de eliminar la superpoblacion
de otras especies (Germain et al., 2013; Jordal et al., 2014). Sin embargo, ciertos
coledpteros son plagas en la agricultura y la silvicultura, causando grandes
pérdidas economicas (Moron et al., 1993; Mordn, 2014). Debido a que existe un
gran numero de especies que ofrecen distintos servicios ecoldgicos, es necesaria
la identificacion certera de estos organismos para asegurar Su correcta
clasificacion y estudio de su biologia. En México, utilizando la taxonomia
tradicional basada en caracteres morfologicos, se han reconocido 114 familias
(Lawrence et al., 1995) y se estima la existencia de mas de 35,500 especies de
coledpteros (Moron et al., 1993). Al respecto, los investigadores especializados en
estudios con taxonomia morfolégica han determinado exitosamente cuéles son las
caracteristicas relevantes para identificar con gran seguridad a los miembros de
este grupo megadiverso. En particular, las claves elaboradas para coledpteros se
enfocan en la revision de las estructuras genitales (Morén, 1998; 2014; Moro6n et
al., 1997), lo cual, a pesar de su indudable valia, resultan insuficientes para
garantizar la identidad de los individuos al 100%, ya que las genitalias, al menos
las masculinas, estdn sometidas a procesos de rapida divergencia (Zunino, 2012).
No obstante, existen otras limitaciones en la identificacion de especies mediante la

taxonomia tradicional, como es la plasticidad fenotipica, variabilidad genética,
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diferencias ontogénicas, especies cripticas y dimorfismo sexual (Hebert et al.,
2003c).

Como una alternativa para resolver estos problemas, se propuso un sistema
completamente basado en el ADN para la identificacion de las especies (Hebert et
al., 2003). Este sistema, conocido como codigo de barras de ADN, es una
herramienta que permite la identificacion de especies mediante el uso de la region
corta estandarizada del gen mitocondrial que codifica para la subunidad COI. Esta
propuesta del cdédigo de barras de ADN no pretende sustituir a la taxonomia
morfologica, ya que en la actualidad la identificacion de especies se realiza
empleando de manera integrada ambas estrategias, tanto la fundamentada en
caracteres morfoldégicos como la de caracteres moleculares (Hebert et al., 2005;
Schlick-Steiner et al., 2010).

Actualmente, Macrodactylus mexicanus (Burmeister) y Macrodactylus nigripes
(Bates), integrantes de la familia Melolonthidae (Cherman y Moron, 2014), solo
han sido diagnosticadas mediante caracteres morfologicos. Por esta razon, el
presente trabajo pretende obtener el cédigo de barras de ADN del gen
mitocondrial COl de estas especies distribuidas en México, con lo cual se

contribuira con su diagnosis con un mayor nivel de precision y eficiencia.

2. Antecedentes

2.1 Aspectos generales de sisteméatica y taxonomia

Con los avances tecnologicos y la incorporacion de datos de diversas fuentes
(morfol6gicos, anatémicos, bioquimicos, moleculares, fisiolégicos, genéticos,
etoldgicos y ecoldgicos), se logré que para el siglo XX se buscaran nuevas
explicaciones evolutivas a la existencia de grupos mediante la Sistematica. La
Sistematica es el estudio de la diversidad biolégica y de las relaciones
filogenéticas entre los organismos (Nieto-Nafria, 1999). Basicamente, permite el
analisis comparativo de los caracteres (homoélogos, positivos, preferentemente

constantes), evaluacién (subjetiva) de la cantidad de semejanza entre unos y otros
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organismos Yy, sobre esa base, elaboracion de las filogenias y los agrupamientos.
La incorporacion de los caracteres moleculares, fisioldgicos, ecologicos, etc., han
proporcionado informaciéon adicional para la identificacion y relacion de diferentes
especies (Moreno-Sanz, 2005). La taxonomia, por su parte, se encarga de la
clasificacion ordenada y jerarquica de los seres vivos, utilizando caracteres
morfologicos, embriolégicos, bioquimicos, genéticos, etc (Langguth, 2005). Sin
embargo, histéricamente ha existido una confusién entre los términos sistematica
y taxonomia. Actualmente la sistematica incluye los aspectos descriptivos de la
taxonomia, asi como la inferencia filogenética morfolégica (Wiens, 2000) y
molecular (Avise, 1994; Hillis et al., 1996) aunque algunos autores prefieren
reservar el término de taxonomia para cuestiones tedricas, referidas a los
principios y procedimientos clasificatorios, y emplear el nombre de Sistematica
para un campo del conocimiento mas amplio (Moorone, 2000).

La descripcidén y la identificacion de las especies son fundamentales para las
ciencias biologicas, ya que con ellas se establecen las bases para la construccion
del arbol de la vida. Ademas, facilitan la disponibilidad de los datos basicos para
los estudios de conservacién y ecologia brindando a los seres humanos la
posibilidad de aprovechar los recursos subutilizados que ofrece la biodiversidad
(Wilson, 2004). A pesar de los mas de 300 afios de trabajo desarrollado por miles
de cientificos para conocer la variedad de la vida en el planeta, seguimos lejos de
alcanzar una idea precisa de su dimension. En la actualidad, se han descrito
alrededor de 1 millén 740 mil especies en el mundo (WCU, 2010); sin embargo,
las estimaciones de la riqueza total de especies, descubiertas y por descubrir, van
desde los 7 hasta los 100 millones, lo que muestra nuestro profundo
desconocimiento sobre la rigueza natural (Chapman, 2009). Por esta razén, se
han buscado alternativas que ayuden a la taxonomia tradicional a identificar esta

gran diversidad de especies.
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2.1.1 Taxonomia morfologica
La necesidad intelectual y practica de agrupar, ordenar y clasificar en “grandes

especies” o grupos biologicos mayores llevd a Aristoteles y a sus discipulos,
Teofrasto entre ellos, a comprometerse con un amplio programa comparativo de
estudios morfologicos de plantas y animales que, sin duda, deben reconocerse
como los iniciadores de la historia natural en la época clasica (Iturbe y Lazcano,
2007). Desde la antigiedad hasta finales del siglo XX y principios del XXI, la
mayor parte del conocimiento del arbol de la vida, tanto a nivel de taxones
superiores como inferiores, se ha basado principalmente en estudios filogenéticos
de datos morfolégicos (siendo algunas veces con evidencia y otras con meras
observaciones) (Wiens, 2000). La mayoria de las especies se han descrito
principalmente en funcién de su morfologia, en este caso, forma, tamafio y color.
Como una ventaja principal, los caracteres morfolégicos a menudo sirven para
asignar individuos a las especies de manera inmediata mediante inspeccion visual
y son aplicables a especimenes vivos, preservados y fésiles. Las desventajas de
emplear este tipo de caracteres son: (1) siempre hay un componente subjetivo
cuando se definen e interpretan los estados de los caracteres, (2) la demostracion
de un estado requiere grandes tamafios de muestra (Wiens y Servedio, 2000) y (3)
las estructuras morfologicas son dificiles de estudiar, por ejemplo, como sucede
en las procariotas (Cohan, 2006). Sin embargo, la morfologia continla siendo
crucial en la taxonomia, ya que la mayoria de las especies son descritas e

identificadas con base en los datos morfoldgicos.

2.1.2 Taxonomia molecular
Tuvo sus inicios a principios de 1990, utilizando el aparato moderno, avanzado y

diversificado de la biologia molecular para ayudar a las investigaciones
taxonOmicas a revelar la existencia de especies cripticas, a favorecer la correcta la
identificacion de especies en estados inmaduros de los especimenes y la
clarificacion de problemas de sinonimia. También, la taxonomia molecular ha
contribuido en gran medida a nuestro conocimiento sobre las relaciones

filogenéticas y evolutivas de las especies, asi como los procesos de especiacion
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resolviendo cuando, dénde y qué lineas ancestrales evolucionaron (Tautz et al.,
2003; Hebert et al., 2003). Las nuevas herramientas de la biologia molecular han
ayudado en el estudio de la Sistematica y la taxonomia de los animales, que ha
pasado de estar basado en el andlisis del fenotipo a tomar como referencia al
genotipo. La biologia molecular es todavia una ciencia muy joven y se fundamenta
en los nuevos métodos extraordinariamente poderosos de la tecnologia del ADN
recombinante, la cual esta influyendo en todas las disciplinas biologicas,
incluyendo la taxonomia (Purty y Chatterjee, 2016).

Hay dos aspectos de la biologia molecular que lo convierten en un método
taxondmico poderoso: uno es la gran cantidad de datos que esta potencialmente
disponible a partir del analisis comparativo de secuencias de proteinas o ADN y la
otra es la tasa relativamente constante de acumulacion de cambios de una sola
base en el ADN, lo que le permite actuar como un reloj molecular (Brown et al.,
1979). No obstante, existen ciertas limitaciones como el uso de un solo marcador
genético (Elias et al., 2007), la incorporacion de genes de una poblacion
genéticamente distinta o introgresion (Liu et al., 2010), o presencia de
pseudogenes (Rubinoff, 2006). Mas aun, los sisteméticos moleculares necesitan
de la morfologia para determinar las especies que ellos estan muestreando (Hillis
y Wiens 2000).

2.1.3 Taxonomia integrativa
Desde la nomenclatura de Linneo en 1758, los taxonomistas han estado
describiendo y nombrando miles de especies cada afio, actualmente alrededor de
15,000-20,000 entre los animales solamente (Polaszek et al., 2005), nimeros que
aumentan rapidamente para muchos grupos de organismos debido a la
incorporacion de nuevas herramientas para el descubrimiento y la exploracion de
areas poco conocidas del planeta (Agapow et al., 2004; Kéhler et al., 2005; Padial
et al., 2006). Actualmente la taxonomia integra técnicas morfolégicas, ecoldgicas,
genéticas, etoldgicas y moleculares, lo cual ha permitido que la identificacion de
las especies sea mas rapida, eficiente y confiable, formando lo que se conoce

como “Taxonomia integrativa” (Hebert et al., 2003). La taxonomia integradora se
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introdujo formalmente en 2005 como un marco integral para delimitar y describir
taxones integrando informacion de diferentes tipos de datos y metodologias
(Dayrat, 2005; Will et al., 2005). Los taxones propuestos a partir de datos
integrados son hipotesis mejor definidas y mejor apoyadas para el desarrollo de
otros estudios. Las especies mal definidas conducen a respuestas incorrectas en
cualquier disciplina, lo que pone de relieve la importancia de esa propuesta.
Schlick-Steiner et al., (2010) mencionan que la taxonomia integrativa no
reemplaza a la taxonomia tradicional, sino que utiliza la complementariedad entre

disciplinas para asi determinar con mayor exactitud una especie o subespecie.

2.2 Cbdigo de barras de ADN

Tradicionalmente, los organismos han sido identificados mediante el uso de
caracteres morfolégicos. Sin embargo, existen algunas limitaciones en el empleo
Gnicamente de caracteristicas morfolégicas para la clasificacion de las especies
cripticas, con plasticidad fenotipica o que presentan estados diferentes en el
desarrollo. Por lo tanto, como una estrategia para resolver gran parte de estos
problemas surgio la propuesta del cédigo de barras de ADN. Esta herramienta
molecular sirve con un doble propésito, ya sea como un nuevo método de
identificacion para los taxbnomos experimentados y como un dispositivo innovador
para los no expertos (Hebert y Gregory, 2005). Un c6digo de barras de ADN, en su
definicibn més simple, es una 0 mas secuencias de genes cortos tomadas de una
parte estandarizada del genoma utilizado para identificar especies (Gernandt et
al.,, 2011). El uso de tales secuencias cortas de ADN para la identificacion
biologica fue propuesto con el objetivo final de una identificacion rapida y fiable a
nivel de especie a traves de todas las formas de vida, incluyendo animales,
plantas y microorganismos (Hebert et al., 2003). Como se menciond
anteriormente, el codigo de barras genético es una herramienta que ayuda a
resolver algunos problemas en la taxonomia morfolégica. Con el namero de
especies nombradas en aumento, las herramientas moleculares se han convertido

en un pilar del analisis taxondmico moderno. Sd6lo una pequefia cantidad de tejido
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se necesita para la determinacion 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 (Floyd et al., 2002; Hebert et al., 2003a; Savolainen et al., 2005). En la
figura 1 se esquematiza el mecanismo para obtener el codigo de barras de la vida,
siendo el primer paso la colecta e identificacion de los especimenes;
posteriormente, se extrae el ADN y se lleva a cabo una PCR para amplificar un
fragmento del gen y efectuar la secuenciacion. La informacion obtenida de la
secuenciacion se registra en la base de datos The Barcode of Life Data (BOLD)
Systems para obtener el cédigo de barras representativo de dichas secuencias.

En el cbédigo de barras de ADN se plantea que la caracterizacion de los
organismos se puede hacer de manera similar a la identificaciéon de los productos
comerciales, usando el sistema internacional de cddigos de barras. Este sistema
se basa en la representacion de un patron Unico de lineas verticales paralelas con
diferente grosor y espaciado. El conjunto de esta agrupacion de lineas y espacios
contiene una determinada informacién para identificar al producto de manera Unica
e inequivoca. De esta manera, los codigos de barras han favorecido la rapida
identificacion de articulos para saber sus caracteristicas generales, asi como para

ordenarlos e inventariarlos.
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Secuenciacion

CTAGGCT
TGCRCGT

AGGCTAAGGLTGLA
BASE DE DATOS

PROCEDIMIENTO LABORATORIO

Figura 1. Esquema general del mecanismo para obtener un cédigo de barras de la
vida. (1) El primer paso es la colecta e identificacion de especimenes; la extraccion de
ADN se lleva a cabo con una porcion de tejido (2); se realiza una PCR para la
amplificacion de un fragmento del gen (3). Las muestras se secuencian (4) y finalmente la
informacion obtenida de la secuenciacion se registra en una base de datos. Tomado y
modificado de iBOLColombia.

Los cddigos de barras de ADN para la clasificacion de organismos tendrian este
mismo principio, pero en lugar de usar lineas de diferente grosor se emplean
secuencias de ADN donde cada base nitrogenada es representada por una linea
vertical de un solo color. Por lo tanto, un codigo de barras de ADN se vera con
lineas verticales de color verde para la adenina, rojo para la timina, amarillo
guanina y azul para la citosina (Ebach, 2011). El cédigo de barras de ADN es una
herramienta del area de la biologia molecular que permite discernir la especie a la
cual pertenece cualquier organismo, ya que representa un sistema de clasificacion
reproducible y fiable para la taxonomia integrativa (Herbert, 2003). Para obtener
un codigo de barras de ADN se utilizan genes marcadores; dentro de los genes
mas comunmente empleados estan los genes MT-COI, matK, rbcL y tufA2. El
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primero de estos genes se utiliza para la identificacion y clasificacion de
organismos el reino animal; de hecho, usando una secuencia estandarizada de
650 nucleotidos del gen MT-COI se han podido identificar 167 944 diferentes
especies de animales. ElI gen mitocondrial MT-COI es un excelente marcador ya
que posee una tasa de evolucion entre cinco y diez veces mas rapida que la de
genes nucleares. El gen citocromo C oxidasa | es practicamente del mismo
tamafio en todos los animales y se ha planteado que un fragmento de 650
nucleotidos de dicho gen presenta suficiente variacion para permitirnos discernir
entre dos especies cercanamente emparentadas (Tsukihara, 1996). Una vez que
surgid la idea del codigo de barras del ADN, se constituyé un consorcio
internacional, el Consortium for the Barcode of Life (CBOL), con participantes de
museos de historia natural, herbarios, organizaciones de biodiversidad, etc. El
objetivo principal de esta sociedad era la creacion de una base de datos con el
codigo de barras de ADN de todas las especies identificadas morfologicamente.
Ademas, contenia otras informaciones como nombre cientifico, fotografias,
namero de catadlogo, lugar de procedencia y otros datos de interés (Schindel,
2005). Sin embargo, los codigos de barras tienen tanto ventajas como
desventajas. Entre las ventajas es que la identificacion se puede realizar con solo
tener un pequefio fragmento de tejido, ya sea restos de hojas, semillas, sangre,
plumas etc., o bien al tener una gran cantidad de organismos, la identificacion sera
mas rapida. En contraste, también existen algunas limitaciones como: 1) con un
solo gen es muy dificil identificar especies hibridas; para ello seria necesario el
analisis de multiples genes independientes de origen mitocondrial y nuclear
(Barber et al., 2006); 2) la presencia de pseudogenes del gen MT-COI (copias
inactivas), que han sido transferidas al genoma nuclear y que muestran
usualmente un gran numero de sustituciones y/o deleciones complicando las
identificaciones (Bensasson et al., 2001; Ballard et al., 2004) y 3) el uso de uno o
varios genes provenientes de un genoma haploide puede afectar la identificacion
correcta de una especie (Elias et al., 2007). Debido a esto, el cédigo de barras no

puede sustituir por completo a los analisis taxondmicos. Es muy importante que la
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taxonomia molecular sea muy afin a la taxonomia morfolégica para asi tener una

identificacion mas confiable y precisa (Erickson et al., 2012).

2.2.1 Propiedades del cédigo de barras

La idea detras de los cédigos de barras de ADN es encontrar un solo segmento de
ADN que es util para la identificacion de todos los taxones. Los investigadores
todavia estan tratando de encontrar un Unico segmento de ADN. No obstante, las
propiedades deseadas de los coédigos de barras de ADN estan claramente
definidos:

o El fragmento de ADN debe ser casi idéntico en ejemplares de la misma
especie, pero diferente entre individuos de especies diferentes.

o La seccién debe ser estandarizada (la misma seccién debe ser utilizada en
diferentes grupos taxondmicos).

o El marcador debe ser robusto y tener sitios conservados que le permitan
amplificarse y secuenciarse facilmente.

Sin embargo, en el genoma mitocondrial se han encontrado algunos genes que
cumplen estos requisitos. Por ejemplo, el genoma mitocondrial de insecto (Figura
2) que es una molécula circular compacta, tipicamente de 15-18 kb de tamafio se
codifican 37 genes: 13 PCGs codifican subunidades de cuatro de los cinco
complejos de cadena de transporte de electrones, 2 genes de ARN ribosomal
(ARNr) y 22 genes de ARN de transferencia (ARNt) que participan en la
traduccion de los PCGs (Boore, 1999).
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Figura 2. Genoma mitocondrial de un insecto. Los genes de ARN de transferencia
estan indicados por las abreviaturas de IUPAC-IUB de una sola letra para su aminoacido
correspondiente. Tomada de Cameron (2014).

De todos estos genes, un fragmento del gen mitocondrial (650 pb) que codifica
para la subunidad | del citocromo C oxidasa fue el primero en ser empleado para
el cédigo de barras y con gran aceptacion en la comunidad cientifica debido a su
falta de intrones y su exposicion limitada a recombinacion (Hebert et al., 2003;
Hajibabaei et al., 2006; Triantafyllidis et al., 2007; Ward et al., 2008). Las pruebas
efectuadas hasta el momento en diferentes grupos de investigacion demuestran
que el fragmento del gen MT-COI puede ser util y suficiente para proveer un
codigo de cuatro letras e innumerables combinaciones y asi lograr la identificacion
de aproximadamente un 99% de las especies (Bertolani et al., 2011). No hay una
razén convincente para enfocar el analisis en un gen especifico, pero el gen MT-
COl tiene dos importantes ventajas. En primer lugar, los cebadores universales de
este gen son muy robustos, ya que habilitan la recuperacién de su extremo 59 de
la mayoria de sus representantes (Folmer et al., 1994; Zhang et al., 1997). En
segundo lugar, posee un mayor rango de sefal filogenética que cualquier otro gen
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mitocondrial. Sus nucleétidos en tercera posicion muestran una alta incidencia de
sustituciones de bases, que conduce a una tasa de evolucion molecular que es
aproximadamente tres veces mayor que la de 12S o 16S rADN. De hecho, la
evolucion de este gen es lo suficientemente réapida para permitir que la
discriminacion no soOlo de especies muy afines, sino también de grupos
filogeograficos dentro de una sola especie (Cox et al., 2001).

La caracteristica mas importante de los cédigos de barras de ADN es que son
estandares y los datos son de acceso libre. Aunque el éxito de los cédigos de
barras de ADN no ha sido igual en todos los grupos taxonémicos, en general las
campafas actuales han sido exitosas en la generacion de grandes cantidades de
datos y en la caracterizacion de la biodiversidad. Ademas, de la identificacion de
especimenes, la generacion de cantidades masivas de datos genéticos
estandarizados tiene el potencial de revolucionar los estudios ecoldgicos y
evolutivos de fauna y flora, sobre todo en comunidades con una alta riqueza. Con
o sin codigos de barras, el nuevo siglo esta convirtiéendose en el siglo de la

genética, la gendémica y la meta-gendmica (Paz et al., 2011).

2.2.2 Cadigo de barras en insectos

Los insectos son el grupo mas diverso del planeta, con 1,004,898 especies
formalmente descritas (Adler y Foottit, 2009). Actualmente se incluyen catalogos
(CAT) de siete grupos de insectos, entre ellos los méas diversos son los
coleodpteros, las mariposas y las polillas (lepidépteros) (Brusca y Brusca, 2002). La
identificacion de insectos ha sido una tarea monumental donde se requiere la
disponibilidad de una gran cantidad de especialistas y de recursos econdémicos.
Para catalogar la gran cantidad de especies, a los naturalistas se les ocurrié la
idea de clasificar a los seres vivos sobre la base de la taxonomia. Después de 250
afios de Darwin y Linnaeus, un nuevo método llamado cédigo de barras de ADN,
una herramienta de taxonomia basada en ADN se usa para identificar especies
conocidas y desconocidas (Novotny et al., 2002). El codigo de barras de ADN es
muy Util en multiples disciplinas como agricultura, medicina forense, ecologia, etc.
(Meier et al., 2006; Valentini et al., 2008).
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Un aspecto positivo del cédigo de barras es que facilita la asociaciéon de los
distintos estados de desarrollo ontogenético de la misma especie. En insectos
holometabolos, el hallazgo de huevos, larvas y pupas disociados de los
ejemplares adultos dificilmente permite una adecuada identificacion (Armstrong y
Ball, 2005). Una de las primeras aplicaciones con un enfoque basado en el ADN
para la identificacion involucré especies de moscas importantes para la ciencia
forense. Los integrantes de Calliphoridae y Sarcophagidae ponen huevos en los
cadaveres poco después de la muerte. Debido a que cada especie tiene un marco
de tiempo para el desarrollo de huevo a adulto, la etapa de la vida particular
asociada con un cadaver puede proporcionar evidencia clave para determinar el
momento de la muerte (intervalo PMI) (Smith, 1986; Catts y Haskell, 1990). Sin
embargo, debido a que diferentes especies de moscas tienen diferentes tasas de
desarrollo, las identificaciones precisas de especies son necesarias para hacer
una estimacion precisa del PMI. Debido a que solo los adultos se pueden
identificar de manera confiable a nivel de especie, los gusanos tenian que ser
recolectados y criados hasta llegar a estado adulto, lo que constituye un retraso
significativo en el proceso (Nelson et al., 2007). Los entomélogos forenses se
dieron cuenta rapidamente del potencial de los métodos basados en el ADN para
distinguir especies de cualquier etapa de la vida y de material preservado muerto.
Como resultado, ahora existe una extensa literatura que detalla como las
secuencias de ADN (principalmente COI) pueden discriminar con precision las
especies de moscas de importancia forense (Sperling et al., 1994; Malgorn y
Coquoz, 1999; Vincent et al., 2000; Wallman y Donnellan, 2001; Wells y Sperling,
2001; Wells et al., 2001; Solano et al., 2013).

Algunos de los trabajos donde el cddigo de barras para insectos fue de gran
utilidad, lo encontramos en la investigacion de Jalali y colaboradores (2006)
quienes colectaron cuarenta y dos insectos de varios ecosistemas de la India. Los
especimenes fueron identificados morfolégicamente, clasificados y distribuidos en
familias, géneros y especies en una filogenia. Ademas, los cédigos de barras del
gen MT-COI se utilizaron para diferenciar una especie de otra en un arbol

filogenético en el que se obtuvieron dos clados: el primer grupo que consistio en
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lepidopteros, dipteros, hemipteros y coleépteros, mientras que otro grupo mostré
una relacion entre insectos himenopteros. Todas las secuencias del gen MT-COI
estan disponibles en BOLD Systems (www.barcodinglife.org) en la seccion de
Proyecto General de Insectos de importancia agricola en la India (AGIMP). Otro
trabajo es el de Foley et al. (2007), quienes construyeron una filogenia molecular
del complejo de especies australianas Anopheles annulipes Walker basado en
cuatro loci diferentes tanto nucleares como mitocondriales (COI, ITS2 y EF-1a). A
pesar de utilizar un fragmento mas corto de COI (258 pb) que la region del codigo
de barras estandar (658 pb), se encontré en este estudio que 11 de las 17
especies hermanas (65%) tenian secuencias Unicas de COIl y los autores
concluyeron que "el cédigo de barras del ADN es prometedor para el diagndstico
de especies dentro del complejo annulipes y quizas para otros anofelinos". Un
estudio reciente de integrantes de Belvosia (Diptera: Tachinidae) del noroeste de
Costa Rica, se examino su diversidad al criar especimenes de orugas capturadas
en el medio silvestre, registrando su morfologia y las secuencias del gen MT-COI
(Smith et al., 2006). Con las secuencias de ADN no solo se pudieron diferenciar 17
especies conocidas del género, sino que también se elevd el nUmero de especies
a 32 al revelar que 3 especies que se creia eran hospedadores generales, en

realidad eran complejos de especies cripticas altamente especificas del huésped.

Todos estos estudios muestran el poder del codigo de barras del ADN como
herramienta para identificacion inequivoca de especies. No obstante, la propuesta
del cddigo de barras no pretende, ni podria, sustituir la taxonomia morfolégica
(Schindel y Miller, 2005). Por lo tanto, su enfoque actual esta4 principalmente
orientado a facilitar el diagnostico de especies.

2.3 Generalidades de la familia Melolonthidae

2.3.1 Clasificacion

La familia Melolonthidae Leach, 1819 fue definida por Endrodi en 1966 como un
grupo cosmopolita compuesto principalmente por las subfamilias Melolonthinae,

Dynastinae, Rutelinae y Cetoniinae, formadas por taxones con habitos fitéfagos o
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fitosapréfagos, a diferencia de otros grupos de Scarabaeoidea. A nivel mundial,
histéricamente se han manejado varias clasificaciones supragenéricas para los
Coleoptera Lamellicornia o Scarabaeoidea, aunque prevalecen tres criterios o
tendencias. Una utilizada por Balthasar (1963) quien considera la existencia de 18
familias, entre las que se cuentan los grupos fitéfagos Melolonthidae, Rutelidae,
Dynastidae y Cetoniidae. Otra propuesta es la de Lawrence y Newton (1995) que
consideran validas la mayoria de las familias de “Laparosticti” (sensu Balthasar
1963), pero las subfamilias de Melolonthidae (sensu Endrddi 1966) las incluyen en
la familia Scarabaeidae como el conjunto de grupos de especies fitofagas
(Pleurosticti) diferente a los grupos copréfagos (Scarabaeinae y Aphodiinae). Por
altimo, estad la propuesta de Endrdodi que considerd cinco familias (Trogidae,
Passalidae, Lucanidae, Melolonthidae y Scarabaeidae), donde los grupos fitfagos
guedan incluidos como subfamilias de Melolonthidae (Melolonthinae, Rutelinae,
Dynastinae, Cetoniinae). Esta es utilizada ampliamente por especialistas de
América Latina (Moron, 1997), en especial los dedicados al control de escarabajos
plaga (Cherman y Morén, 2014).

Bates (1887) propuso la division del grupo Scarabaeoidea en subtribus, con base
en la estructura de la ligula y el menton. En la subtribu caracterizada por la fusiéon
de la ligula y el mentén, Bates (1887) incorpor6 las Familias Chasmatopteridae,
Melolonthidae, Rutelidae, Dynastidae, Cetoniidae y Trichiidae, grupos equivalentes
a los que Erichson (1848) consideré dentro de la linea Pleurosticti, debido a la
ubicacion de sus estigmas respiratorios en los extremos laterales de los esternitos.
Este grupo dio lugar a la serie Scarabaeidae-Pleurosticti de Janssens (1949) y la
propuesta de Endrodi (1996) para reconocer a este conjunto de grupos como una
familia diferente, denominada Melolonthidae, hermana de los Scarabaeidae-
Laparosticti 0 Scarabaeidae (sensu estricto) (Morén et al., 1997).

El sistema de clasificacion de Endrodi (1966) fue adoptado por Morén (1976, 1984,
1997) y promovido entre los estudiantes, técnicos e investigadores de América
Latina, sobre todo entre los interesados en el estudio de los escarabajos
asociados con los cultivos agricolas (Cherman y Moron, 2014). La clasificacion

aceptada recientemente considera que Melolonthidae esta integrada por las
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subfamilias Melolonthinae, Dynastinae y Rutelinae (Figura 3), mientras que la
subfamilia Cetoniinae es considerado como un grupo monofilético y por lo tanto,

es ahora considerado a nivel de familia (Cetoniidae) (Cherman y Morén, 2014).

Figura 3. Adultos de algunas de las primeras especies de Melolonthidae. 1)
Melolontha petiti Guérin-Meneville, 1830 “Mexique” (Melolonthinae). 2) Scarabaeus
macropus Francillon, 1795 “San Luis Potosi” (Rutelinae). 3) Golofa pizarro Hope 1837
“Mexico” (Dynastinae). Escalas=1cm. Tomada y modificada de Morén et al., 2014.

2.3.2. Caracteres morfoldgicos y distribucion

Hasta principios de 2012, se cuenta con registros para 1 179 especies de
Coleoptera Melolonthidae en todas las entidades federativas de México. Esta cifra
corresponde a un 6% de las especies de Melolonthidae citadas en el mundo,
incluidas en las subfamilias Melolonthinae, Rutelinae y Dynastinae (Cherman y
Morén, 2014).

Los integrantes adultos de la familia Melolonthidae varian en tamafio entre los 3 y
170 mm. Son escarabajos con forma ovalada o alargada, a veces con aspecto
robusto y en otros casos esbelto. Sus patas normalmente son largas y finas
(Morén, 1986). Su coloracion abarca desde el negro, pardo obscuro, pardo rojizo,
castafio amarillento, brillantes u opacos y con frecuentes las especies con

patrones de colores contrastantes, verde, azul, rojo con negro o con blanco,
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textura aterciopelado o escamosa. Presentan un escapo antenal mucho mas corto
que el flagelo y la maza antenal esta constituida por tres a siete artejos alargados
y aplanados, cuya superficie generalmente tiene un aspecto brillante y sedas
dispersas (Figura 4). Los estigmas respiratorios de los Ultimos tres segmentos
abdominales estan colocados sobre la porcion lateral de los esternitos, condicién
denominada Pleurosticti y en la mayoria de las especies estos estigmas son
visibles cuando los élitros estan en posicion de reposo (Figura 5). Los tres pares
de patas presentan cinco artejos tarsales, y las ufias tarsales se encuentran bien
desarrolladas. El labro y las mandibulas parcialmente expuestas u ocultas bajo el
clipeo. Mandibulas esclerosadas. Es frecuente un acentuado dimorfismo sexual,
que es aparente sobre todo en la presencia de proyecciones cefélicas o
protoracicas en forma de cuernos y en la hipertrofia de las patas protoracicas o
metatoracicas (Moron et al., 1997). Es posible encontrarlas en casi todo tipo de
ecosistemas, entre el nivel del mar y los 3000 m de altitud. Los adultos tienen
habitos crepusculares o nocturnos, aunque algunas especies, como las del género
Macrodactylus, se encuentran activas durante las horas mas soleadas del dia
(Arce-Pérez y Moron, 2000). El ciclo de vida puede durar entre 1 y 3 afios (Mordn,
1986).

Figura 4. llustracion de la maza antenal de Phyllophaga Lissopyge. Maza antenal con
tres artejos. Tomada de Vallejo y Wolff (2013).
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Figura 5. llustracién de la condicion Pleurosticti. Estigmas visibles cuando los élitros
estan en posicion de reposo. Tomado de Baraud (1992).

2.4 Generalidades del género Macrodactylus

El género Macrodactylus estd formado por 112 especies distribuidas desde el
centro sur de Argentina y Chile hasta el sureste de Canada (Arce-Pérez y Morén,
2005). Existen 27 especies de Macrodactylus distribuidas en México; la mayoria
de ellas son consideradas como plagas agricolas. Las larvas son rizofagas
estrictas y son llamadas “gallinas ciegas” y los adultos, conocidos cominmente
como “frailecillos”, dafian de manera importante hojas, yemas, flores y frutos de

una gran cantidad de especies cultivadas (Caselin-Castro et al., 2003).

2.4.1 Descripcion morfolégica a nivel genérico
Los adultos de este género presentan una cabeza oblonga, alargada u ovalada
con el clipeo trapezoidal truncado, apicalmente recto, concavo o levantado; los
ultimos artejos de los palpos labiales y maxilares son oblongos y sumamente
punteados; las antenas con nueve artejos, los del pedunculo ovalados, estrechos
en la base y ampliandose hacia el apice, el sexto pequefio, comprimido y
asimétrico; los tres artejos distales son laminares y forman una maza oblonga,
generalmente con sedas en la superficie. Mesonoto con el escutelo triangular

alargado, con su apice redondeado; élitros largos, anchos cubriendo cinco

27



esternitos abdominales. Patas largas y delgadas; mesotibias con dos espolones
largos; region tarsal con cinco artejos largos, estrechos en la base y amplios en el
apice, los cuales presentan anillos de sedas blanquecinas o so6lo sedas cortas
como espinas dispersas; el quinto artejo con dos ufias largas recurvadas y bifidas
en la punta. El integumento corporal generalmente pardo oscuro o0 negro, con
tonalidades rojizo-amarillentas; las antenas en su mayoria con el peddnculo
amarillo-rojizo y la maza negra, pero algunos las tienen de un solo color. En la
mayoria de las especies, la coloracion dorsal es diferente a la coloracion ventral,
siendo oscuros ventralmente y coloridos en su parte dorsal (Arce-Pérez y Morén,
2000).

2.4.2 Descripcion morfologica y habitos de adultos y larvas de
Macrodactylus mexicanus y Macrodactylus nigripes

Dentro de las principales caracteristicas morfolégicas de los adultos de
Macrodactylus mexicanus Burmeister, pueden destacarse Cabeza negra, cubierta
de vestidura exceptuando la region occipital y el tercio apical del clipeo, artejos
antenales pardo-rojizos; piezas bucales

negras. Pronoto negro con vestidura setifera amarilla o grishcea recumbente.
Meso y metatibias rojizas con los apices obscuros; élitros con el integumento del
disco rojizo ceniciento, oscureciendo hacia los margenes progresivamente desde
su mitad posterior hacia los apices, cubiertos por densa vestidura setifera gris o
amarilla que permite ver claramente seis estrias libres de sedas. (Figura 6).
Genital masculino rojizo oscuro con sus parameros circulares y redondeados e
hileras de sedas algo gruesas y poco acumuladas cerca del apice, sus apices
lanceolados y redondeados en la punta; hembras similares a los machos, pero
mas cortas y robustas. Placas genitales largas, ovales, con su tercio apical externo
ligeramente emarginado y su region media interna concava, apice redondeado
asimeétrico, toda la region anterior interna y un quinto de la exterior con numerosos

puntos profundos de donde salen sedas largas principalmente en el angulo
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exterior (Figura 7) (Arce-Pérez y Mordn 2000). El clipeo es trapezoidal aplanado,
corto, tan ancho como largo, con los bordes laterales curvados y el apice
claramente sinuado (Carrillo, 1960). Estan activos durante mayo, junio, julio,
agosto y septiembre, en ambientes templados, frios o0 semi-célidos
moderadamente humedos, situados entre los 100 y 2650 m de altitud, aunque es

mas comun en alturas superiores a los 1000 m (Arce-Pérez y Moron, 2000).

Figura 6. Adulto hembra de Macrodactylus mexicanus. A) Meso y metatibias rojizas,
B) Elitros no uniformemente coloreados y con seis estrias desnudas, C) Base de los
élitros pardo-rojizo o grisdcea. Tomada de Royals (1969).
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Figura 7. llustracion que muestra las estructuras genitales del macho (A,B,C) y
hembra (D) de Macrodactylus mexicanus. A) Pardmeros vista frontal, B) Vista lateral,
C) Falobase vista dorsal, D) Placas genitales vista dorsal. Tomada de Arce-Pérez y
Morén (2000).

Se alimentan de estructuras reproductivas del maiz, alfalfa, frijol y manzano; viven
de 3 a 6 semanas y con frecuencia se les considera como una plaga. Las hembras
depositan sus huevos en el suelo, en grupos de 5 a 30, a una profundidad de 15-
30 cm; éstos son de forma esférica u oval y color blanco-opaco, con aspecto de
pequefias perlas (Carrillo, 1960).

En el caso de las larvas de esta especie, estas se desarrollan en el suelo
consumiendo humus y raices. Cuando recién emergen son blancas y brillantes; la
cabeza es grande en proporcion al tamafio del cuerpo; este Ultimo es delgado,
casi cilindrico y con infinidad de pubescencias alrededor. Los tres pares de patas
toracicas bien desarrolladas y con sedas erectos. Superficie craneal con 3 sedas
dorsoepicranianas, 1-2 sedas epicranianas y 7 sedas para-oculares en cada lado.
Labrum casi simétrico, redondeado a los lados, con 5 sedas posteriores, 2 sedas
centrales y 5 sedas laterales en cada lado; epifaringe con hilera transversal de 4-5

heli y cada palidia con 5-6 pali. Ademas, el labio anal inferior se encuentra
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profundamente hendido en la linea media; ranura anal en forma de “Y” (Aragon et
al., 2010).

Con respecto a los adultos de Macrodactylus nigripes Bates, estos presentan
cabeza negra con el clipeo corto, robusto y sumamente punteado, funiculo antenal
amarillo con la maza negra. Piezas bucales pardas obscuras. Patas negras o
pardo oscuro (ocasionalmente los fémures y tibias con tonalidades amarillentas o
rojizas) y los tarsos con anillos de sedas blanquecinas; integumento del pronoto
negro brillante y de los élitros negro o pardo obscuro brillante; superficie dorsal
con densa vestidura larga, gris o verdosa- amarilla en algunos casos se puede ver

cuatro estrias no bien definidas. (Figura 8).

Figura 8. Adulto macho de Macrodactylus nigripes. A) Patas negras o pardo oscuro,
B) Integumento del pronoto negro brillante y de los élitros negro o pardo obscuro brillante,
C) Superficie dorsal con densa vestidura larga, gris o amarilla. Tomada de Royals (1956).
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Figura 9. llustracion que muestra las estructuras genitales de macho (A, B, C) y
hembra (D) de Macrodactylus nigripes. A) Parameros vista frontal, B) Vista lateral, C)
Falobase vista dorsal, D) Placas genitales vista dorsal. Tomada de Arce-Pérez y Mordn
(2000).

Genital masculino oscuro con los parameros circulares, apice lanceolado corto y
redondeado; hembras similares a los machos, pero con su pronoto densamente
cubierto por vestidura poco erecta en el disco y recumbente en los margenes y
siempre de color mas intenso que el resto del cuerpo. Placas genitales largas y
ovales con sus margenes externos rectos y su apice truncado algo redondeado;
entre su mitad anterior interna y un quinto externo existen puntos profundos donde
se insertan numerosas sedas largas y esbeltas (Figura 9) (Arce-Pérez y Moron
2000). El clipeo es corto, robusto y sumamente punteado; los palpos labiales
tienen tres artejos robustos, siendo el primer artejo labial rodeado por sedas largas
y grisaceas. El pronoto es hexagonal, mientras que los mesonotos con el escutelo
son triangulares con su punta redondeada y los élitros son largos, cubriendo cinco
esternitos (Caselin-Castro et al., 2003). Los integrantes de esta especie se
encuentran en ambientes templados a frios, humedos o subhimedos, situados
entre los 1000 y 2500 m de altitud. Son capaces de consumir el follaje, el polen 'y

la savia de cultivos importantes como el maiz y el haba (Caselin-Castro et al.,
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2003). Los machos y las hembras se encuentran cominmente en un gran nimero
de hojas, flores y frutas de maiz, manzana y en arboles de melocotén y en
especies de Senecio y Baccharis (Asteraceae) (Arce-Pérez y Moron, 2000).

Con respecto a las larvas, estas presentan: superficie craneal con 4-5 sedas
dorsoepicranianas, una seda epicranial y 6 sedas para-oculares en cada lado.
Labrum casi simétrico, redondeado a los lados, con 5 setas posteriores, 2 setas
centrales y 4 sedas laterales en cada lado. Los segmentos dorsales del abdomen
I-VI presentan pocas hileras de sedas largas y muchas sedas espinosas; los
segmentos VII-X sin setas espinosas, pero cada una con 30 sedas largas, cortas y
esbeltas, mientras que cada uno de los segmentos ventrales I-VIII presentan 9

sedas largas y el segmento 1X con 6 sedas esbeltas (Aragén et al., 2010).

Las larvas de M. mexicanus son similares a las de M. nigripes por el nimero de
sedas frontales y por el tamafio de los espiraculos abdominales, pero la presencia
de 6-7 heli en la epifaringe y 6-8 pali en cada palidia, sirve para separar a las de

M. nigripes.

3. Justificacién

Dentro de los animales, la clase Insecta es la mas abundante con
aproximadamente 890,000 hasta mas de 1,000,000 de especies alrededor del
mundo (Brusca y Brusca, 2002). Toda esta diversidad se encuentra representada
por el orden Coleoptera, el cual abarca el 40% de la diversidad de especies de
insectos (Costa, 2000). Debido a esta gran diversidad de especies, es muy
laborioso conocer, identificar y catalogar a las especies de coledpteros. No
obstante, es necesario realizar la identificacibon de manera rapida, confiable y
precisa para ordenar el conocimiento sobre la biologia de cualquier especie de
insectos. Al respecto, en la actualidad para la identificacidon certera de cole6pteros
se requiere de herramientas taxondmicas morfolégicas y moleculares, las cuales
no han sido aprovechadas adecuadamente para la identificacion y clasificacion de
la mayoria de los grupos. Tal es el caso de los coledpteros Melolonthidae y en

particular, de M. mexicanus y M. nigripes, para los cuales ya se tienen las claves
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dicotomicas tradicionales, pero aun no se cuenta con el cédigo de barras de ADN
como herramienta molecular para su identificacion. Ademas, se sabe que tanto los
adultos como los estados inmaduros de estas especies pueden llegar a causar
pérdidas economicas para los agricultores, consecuentemente es fundamental
determinar con precision su identidad taxonOmica para favorecer el

establecimiento de estrategias para su manejo.

Por lo tanto, en el presente trabajo de tesis se pretende obtener el cédigo de
barras de ADN del gen MT-COI de ambas especies, para proporcionar la
evidencia molecular que contribuya a una identificacion integral de estos insectos,

junto con los caracteres morfoldgicos tradicionales.

4. Hipotesis
El cédigo de barras de ADN del gen MT-COI de M. mexicanus y M. nigripes brinda
informacion taxonémica similar que al emplear caracteres morfolégicos

tradicionales.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general
Obtener el cédigo de barras de ADN del gen MT-COI de M. mexicanus y M.

nigripes.

5.2 Objetivos particulares

5.2.1 Identificar adultos de M. mexicanus y M. nigripes mediante la revision
de caracteres morfolégicos externos e internos.

5.2.2 Obtener la secuencia parcial del gen MT-COI a partir de muestras de
ADN gendmico de adultos de M. mexicanus y M. nigripes.

5.2.3. Determinar el porcentaje de similitud entre secuencias parciales del

gen MT-COI por medio de herramientas bioinformaticas.
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6. Material y métodos

6.1 Recolecta de adultos

Los adultos de M. mexicanus y M. nigripes se capturaron manualmente en una
plantacion de Pseudotsuga macrolepis (Pinaceae) establecida en los terrenos del
Rancho “Los Castafos”, Manzanillo, Municipio de Las Vigas de Ramirez, Veracruz
(19°38718.6"N, 97°07°40.7’W). Todas las capturas tuvieron efecto entre las 11:00
y las 13:00 hrs, lapso en que los adultos de ambas especies llevan a cabo su
actividad alimentaria y sexual. Los individuos recolectados se trasladaron al
Laboratorio de Infoquimicos y Otros Productos Bioticos de la Facultad de Ciencias
Biol6gicas de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, para su revision y

mantenimiento.

6.2 ldentificacion con caracteres morfoldégicos a través de claves

dicotdmicas

Los adultos se agruparon con base en su apariencia corporal externa y sexo.
Posteriormente, los especimenes se sometieron a una observacion rigurosa
utilizando un microscopio estereoscopico binocular VE-S4 Velab®. Para la
identificacion, se utilizaron las claves propuestas por Morén (1986), Morén et al.
(1997), Arce-Pérez y Morén (2000) y Delvare et al. (2002) y los ejemplares
estudiados se utilizaron para establecer un montaje de especimenes
representativos. Tres parejas de cada especie fueron sacrificadas en una camara
letal. Posteriormente, cada espécimen fue montado utilizando alfileres
entomoldgicos del numero “2”. El alfiler se coloc6 en la parte superior del élitro
derecho y se acomodo el primer par de extremidades hacia adelante. El segundo y
tercer par de extremidades se recogieron para colocarlas junto al cuerpo para
evitar rupturas durante el manejo de los ejemplares. Ademas, la antena derecha
se expuso mientras que la izquierda se mantuvo oculta. Para el caso de los
machos, se extrajo el edeago y el spiculum gastrale, los cuales se han propuesto
como estructuras relevantes para la identificacion de machos de M. mexicanus

(Benitez-Herrera, 2014). Ambas estructuras se limpiaron y fueron colocadas sobre

35



pequefios triAngulos de cartulina, siendo fijadas con solucién de montaje. Cada
estructura se coloco junto al ejemplar correspondiente. Para las hembras, se
extrajeron las placas anales para que quedaran expuestas y visibles.

Para cada individuo, se elaboraron dos tipos de etiquetas (2.5 X 1.5 cm) con datos
referente a su recolecta e identificacion. En la primera etiqueta se coloco la
informacion precisa sobre el sitio de recolecta: pais, estado, municipio,
coordenadas geogréficas, fecha de recolecta y recolector. En la segunda etiqueta
se anotaron todos los datos de clasificacion que incluyen el orden, la familia y el
nombre cientifico del espécimen, seguido por el nombre del determinador. Los dos
tipos de etiquetas se ubicaron debajo del ejemplar, dejando una distancia
considerable; primero se coloco la etiqueta de localidad y después la etiqueta de

determinacion.

6.3 lIdentificacion por taxonomia molecular con la obtencién del
codigo de barras de ADN del gen MT-COI

6.3.1 Purificacion del DNA
La purificacion del ADN gendémico de tres adultos de M. mexicanus y tres de M.
nigripes se llevd a cabo utilizando el kit comercial DNeasy blood & tissue.
Primeramente, se disecciond la region del protérax para congelarlo durante 1.5 h
en hielo seco aproximadamente a -40°C. Mas tarde, se realiz6 una trituracion de la
seccion corporal en un mortero congelado manteniendo las condiciones de bajas
temperaturas. El polvo resultante se transfirié a un microtubo estéril de 1.5 ml y se
continuo con las instrucciones del kit comercial para obtener el ADN total mediante
la adicion de 180 ul del amortiguador ATL y 20 ul de proteinasa K. A continuacion,
las muestras se incubaron a 56°C hasta que el tejido estuvo completamente
lisado; ocasionalmente se ayudoé a la lisis mediante una agitacion mecanica. Mas
tarde, se agregaron 200 ul de amortiguador AL y se mezclaron mediante agitacion
en un vortex. Las muestras se incubaron nuevamente a 56°C por 10 min.

Después, se agregaron 200 pl de etanol (100%) y se transfirié toda la mezcla a
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una columna con membrana de silica para acoplar el ADN. Las columnas se
sometieron a una centrifugacion de 8,000 rpm durante 1 min. El sobrenadante se
desechd y la columna se lavé mediante la adicién de 500 pul de amortiguador AW1,
seguido de una centrifugacion a 14,000 rpm. El sobrenadante se desecho e
inmediatamente se agregaron 500 pl de amortiguador AW2 a la columna, seguido
de una centrifugacion durante 3 min a 14,000 rpm. La columna se transfirié a un
microtubo estéril de 1.5 ml para la elucion del ADN con agua estéril. La columna
se incubd por 1 min a una temperatura de 15-25°C y se centrifugé por 1 min a
8,000 rpm. Las muestras de ADN purificado se conservaron en congelacién a -
20°C hasta su uso posterior.

Para la cuantificacion de las muestras, se realiz6 una lectura de absorbancia a 260
nm en un espectrofotdmetro nanodrop UV ND-1000 (Thermo Scientific,
Massachusetts, EEUU). De igual manera, para verificar la pureza del ADN,
adicionalmente se realiz6 una lectura a 280 nm para obtener un indice derivado de
la relacién de absorbancia a 260 nm/280 nm, siendo 1.8 una relacion perfecta de
pureza para muestras de ADN.

6.3.2 Amplificacion del gen MT-COI por PCR punto final con

iniciadores universales

La amplificacién del gen MT-COI se llevo a cabo mediante la PCR punto final,
utilizando iniciadores universales. Las reacciones consistieron en 10 ng de ADN,
amortiguador 1X, 200 uM de una mezcla de dNTPs, 1 uM de cada iniciador
universal (sentido LCO1490 5GGTCAACAAATCATAAAGAT ATTGG3' y anti-
sentido HC02198 5TAAACTTCAGGGTGACCAAAA AATCA3’) (Folmer et al.,
1994), 1.5 mM de MgClzy 1.25 Unidades de Taq polimerasa® Platinum
(Invitrogen, Carlsbad, CA). El programa de ciclado que se utilizd consto de 1 ciclo
de 3 min a 95°C, 35 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min a 40°C, 1.5 min 72°C y 1 ciclo
de 7 min 72°C. La reaccion de amplificacion fue realizada en un termociclador
Techne 412 thermocycler (Bibby Scientific, Staffordshire, UK) durante

aproximadamente 3.5 h.
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Para verificar el peso molecular de los amplicones, se realizé una electroforesis en
gel de agarosa 1.5 % en TAEL1X, durante 1.5 h a 60v. Posteriormente, el gel fue
visualizado en un transiluminador UV y el peso molecular del amplicon se
determiné por comparacién con las bandas del marcador de peso molecular 100
pb (Invitrogen, Carlsbad, CA).

6.3.3 Secuenciacion y analisis bioinformaticos
Una vez verificada la eficiencia de PCR y el tamafio del amplicdn, se procedi6 a la
secuenciacion de los aplicones utilizando el método de Sanger, la cual se llevo a
cabo a través del servicio de Macrogen Inc. (Geumcheon-gu, Seoul Republica de
Korea). Para el analisis bioinformatico, los electroferogramas de las secuencias
del gen MT-COI fueron visualizados en el programa Chromas de libre distribucién
(calidad de secuencia). Este analisis se realizO para ver la calidad de las
secuencias obtenidas y valorar su empleo en los siguientes analisis. La edicién de
las secuencias (corte de los extremos que no tenian buena calidad) y ensamble
(conting) de secuencias sentido y antisendo, se efectué con el programa BioEdit
7.2 (Hall, 1999). Los ensambles fueron registrados en la base de datos BOLD
Systems v4 (http://www.boldsystems.org) de acuerdo a los requisitos de registro
de datos de los especimenes, secuencias, imagenes y trazas. Para determinar el
porcentaje de similitud entre secuencias homdélogas entre géneros de
Melolonthidae, se elaboré un reporte taxondémico en la base de datos BOLD

Systems v4 (http://www.boldsystems.orq).

6.3.4 Andlisis de secuencias
El porcentaje de similitud entre las secuencias parciales del gen MT-COI de M.
nigripes y M. mexicanus fue determinado mediante un andlisis con el algoritmo
BLASTN (Altschul et al. 1990) distribuido por el National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Bla st.cgi). Para determinar el
porcentaje de similitud entre las secuencias del gen MT-COI de las especies de

Macrodactylus con secuencias homadlogas ortdlogas de especies relacionadas, se
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efectué un reporte taxonémico en la base de datos BOLD Systems. Finalmente,
las secuencias obtenidas fueron utilizadas para elaborar un cladograma, utilizando
el programa Mega 7 (Kumar et al. 2016). Se llevé a cabo un analisis de Maxima
Verosimilitud con un modelo general reversible en el tiempo, distribuciéon gamma 'y
sitios invariantes (G + 1), y un soporte de ramas por el método de Bootstrap con
1000 remuestreos. Este modelo de sustitucion nucleotidica se eligié mediante una
prueba estadistica en donde los modelos con los valores mas bajos en el criterio
bayesiano son los mejores para describir los patrones de sustitucién, encontrando
gue el modelo GTR+G+I era el que mejor se ajustaba a nuestros datos. En total se
utilizaron 12 secuencias para realizar el cladograma, tomando en cuenta a
Macrodactylus subspinosus AAH0345, Hoplia argéntea AAI8241, Phyllophaga
profunda AAE4580 y Phyllophaga rubiginosa AAC3137 como especies
pertenecientes a la subfamilia Melolonthinae y como grupo externo a Cyclocephala
longula AAH6848y Cyclochephala parallela AAY5367 pertenecientes a la

subfamilia Dynastinae (Cherman y Morén, 2014).

7. Resultados

7.1 ldentificacion por taxonomia morfologica

La identificacibn de los especimenes recolectados se realiz6 revisando
exhaustivamente diversos caracteres morfoldgicos externos e internos.

Todos los adultos presentaron las caracteristicas distintivas de Melolonthidae. En
cada uno se observod la maza antenal brillante con sedas conspicuas y escasas,
formada por tres a siete lamelas. También se encontraron estigmas abdominales
colocados sobre los extremos laterales de los esternitos, de tal forma que se
identificaron uno o tres pares de ellos ya que los élitros estuvieron plegados.
Ademas, se apreciaron los caracteres mas relevantes del género Macrodactylus
como la cabeza oblonga, alargada u ovalada, élitros largos y anchos cubriendo
cinco esternitos abdominales y patas largas y delgadas, el integumento corporal

pardo oscuro 0 negro, con tonalidades rojizo-amarillentas; en el caso de las
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antenas, en su mayoria se observaron con el pedunculo amarillo-rojizo y la maza

negra, aunque algunos individuos las tuvieron de un solo color.

Para la identificacion de adultos pertenecientes a M. mexicanus y M. nigripes se
verifico la presencia de las caracteristicas morfologicas externas e internas con
mayor importancia taxondmica (Cuadrol). Referente a las caracteristicas de M.
mexicanus estas fueron: meso y metatibias rojizas con los apices oscuros y élitros
no uniformemente coloreados con seis estrias desnudas bien marcadas a lo largo
de cada uno; base de los élitros frecuentemente de color pardo-rojizo o grisaceo
con la mitad posterior con tonalidad oscura en forma variable, al igual que las
partes laterales conforme se acercan al apice; genital masculino rojizo con sus
parameros redondeados externamente e hileras de sedas algo gruesas y poco
acumuladas cerca del apice, ademas de apices lanceolados y redondeados en la
punta (Figura 10). En el caso de las hembras, se observé similitud a los machos,
pero de menor longitud y robustas.

Con respecto a los adultos de M. nigripes, se determin6é su identidad por la
presencia de patas negras o pardo oscuro (ocasionalmente los fémures vy tibias
con tonalidades amarillentas o rojizas) y los tarsos con anillos de sedas
blanquecinas, élitros negros a pardo oscuro brillante con superficie dorsal con
densa vestidura larga, gris o amarilla y genital masculino oscuro con los
parameros redondeados externamente, mientras que los &pices lanceolados
cortos y redondeados (Figura 11). Las hembras tuvieron caracteristicas externas
equivalentes a los machos, pero con un pronoto densamente cubierto por una
vestidura poco erecta.

Tanto M. mexicanus y M. nigripes presentaron algunas diferencias en cuanto a las

descripciones, demostrando que existen variaciones intraespecificas.
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Cuadrol. Descripcion morfoldgica de los caracteres de mayor importancia de Macrodactylus mexicanus y Macrodactylus nigripes
(*) en comparacion a los caracteres encontrados en los especimenes analizados.

Caracter Color de Color del pronoto y Vestidura Color de meso y Genital Forma de
las élitros metatibias masculino parameros
antenas
Macrodactylus Artejos Pronoto negro y élitros | Setifera gris o amarilla | Rojizas con los rojiza Circulares y
mexicanus* antenales | con el integumento del | con 6 estrias libres de | apices obscuros oscura redondeado
pardo- disco rojizo ceniciento sedas
rojizos
Macrodactylus Funiculo | Pronoto y élitros negro | Gris, amarilla- verdosa Negras con pardo Circulares
nigripes* antenal en algunos casos se artejos tarsales obscuro
amarillo puede ver 4 estrias no negros
bien definidas
Macrodactylus pardo- Pronoto negro y élitros Gris con 6 estrias Rojizas con los rojizo Redondeados
mexicanus V1 rojizo no uniformemente libres de sedas apices obscuros
coloreados
Macrodactylus pardo- Pronoto negro y élitros Gris con 6 estrias Rojizas con los rojizo Redondeados
mexicanus V2 rojizo no uniformemente libres de sedas apices obscuros
coloreados
Macrodactylus pardo- Pronoto negro y élitros Gris con 6 estrias Rojizas con los rojizo Redondeados
mexicanus V3 rojizo no uniformemente libres de sedas apices obscuros
coloreados
Macrodactylus Negro Elitros y pronoto negro | Vestidura larga y gris Negras con pardo Redondeados
nigripes V1 artejos tarsales obscuro
negros
Macrodactylus Negro Elitros y pronoto negro | Vestidura larga y gris Negras con pardo Redondeados
nigripes V2 artejos tarsales obscuro
negros
Macrodactylus Negro Elitros y pronoto negro | Vestidura larga y gris Negras con pardo Redondeados
nigripes V3 artejos tarsales obscuro
negros
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Figura 10. Imagen representativa de un macho de Macrodactylus mexicanus. Se
muestra los caracteres morfolégicos mas utilizados para la identificaciéon a nivel de
especie. A) Vista dorsal, B) Vista frontal, C) Vista laterales, D) Edeago vista dorsal.

41



11.40mm

Figura 11. Imagen representativa de un macho de Macrodactylus nigripes. Se
muestra los caracteres morfoldgicos mas utilizados para la identificacion a nivel de
especie. A) Vista dorsal, B) Vista frontal, C) Vista laterales, D) Edeago vista dorsal.
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7.1.1 Montaje de especimenes

Con el objetivo de respaldar la informacién sobre la identificacion por taxonomia
morfolégica de las especies bajo estudio, se estableci6 un montaje de doce
especimenes de M. mexicanus y doce de M. nigripes. Para el montaje se tomaron
en cuenta las caracteristicas de una coleccion cientifica formal, tanto en el
montado de los adultos de ambos sexos como en las etiquetas de informacion. En
la Figura 12 se observa en cada espécimen, la disposicién de los tres pares de
patas, la antena derecha visible, las estructuras genitales expuestas y las

etiquetas de datos con la informacién de recolecta e identificacion taxonémica.
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Figura 12. Montaje de especimenes representativos basada en caracteres morfolégicos de adultos de Macrodactylus mexicanus y
Macrodactylus nigripes, recolectados para el presente estudio. A) Imagen de coleccién completa, B) Imagen de acercamiento para ver la
hembra y el macho de M. mexicanus, asi como de la etiqueta correspondiente. C) Imagen de acercamiento para ver con detalle la hembray el
macho de M. nigripes, asi como la etiqueta correspondiente.
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7.2 ldentificacion por taxonomia molecular
7.2.1 Amplificacién por PCR del gen MT-COI

Una vez que se efectu6 una identificacion rigurosa por caracteres morfolégicos, se
procedio a obtener el cédigo de barras del gen MT-COlI, el cual se emplea como
marcador universal para la identificacion de animales. Se realizo la purificacion del
ADN gendmico para amplificar por PCR punto final una region estandarizada del
gen MT-COI, utilizando iniciadores previamente reportados (Folmer et al. 1994).
Se obtuvo un solo producto de amplificacion con aproximadamente 710pb que
corresponde al peso molecular esperado. Se observd la amplificacion en todos los
vouchers de M. mexicanus y M. nigripes con calidad adecuada para la
secuenciacion, debido a la intensidad y grosor de la banda de ADN amplificado
(Figura 13).

+<— 710 pb

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion por PCR punto final
del gen MT-COI con iniciadores universales para Macrodactylus mexicanus y
Macrodactylus nigripes. Carrill.- M. nigripes V1; Carril 2.- M. nigripes V2; Carril 3.- M.
nigripes V3; Carril 4.- M. mexicanus V1; Carril 5.- M. mexicanus V2; Carril 6.- M.
mexicanus V3. Carril 7.- Marcador de peso molecular.
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7.2.2 Obtencion del codigo de barras del gen MT-COI

Los amplicones de tres vouchers para M. mexicanus y M. nigripes fueron
secuenciados por el método Dideoxi o Sanger. Los electroferogramas obtenidos
muestran una calidad recomendada para las reacciones de secuenciacion, ya que
no se observo ruido en la base de linea y los picos de sefial de cada nucleotido de
la secuencia se observan definidos y sin interferencia o solapamientos. Con
respecto a las secuencias finales, se obtuvieron por los ensambles derivados de la
secuenciacion en direccion sentido y antisentido con un rango de 650 a 685 pb.
Finalmente, la ilustracion representativa de cédigo de barras del gen MT-COI fue
obtenida por primera vez para estas especies mediante el registro en la base de
datos BOLD Systems (Cuadros 2 y 3).
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Cuadro 2. Electroferograma, secuencia en formato FASTA y cédigo de barras de los vouchers de Macrodactylus mexicanus.

Voucher

Electroferograma

Secuencia

Codigo de barras

MmV1

mhulllmlhhumﬂﬂlmhlmﬂhﬂlelﬂﬂhdﬂldlﬂlﬂnhmullﬂhal.mmmmu Il

>ROSR0003-17| MMV1 COI

TAAAGATATTGGAACTTTATATTTCCTTTTAGGAACATGAGCAG
GAATAATTGGCACTTCTCTAAGACTTTTAATCCGAGCTGAATTA
GGTAACCCTGGTACATTAATTGGTGATGACCAAATTTACAATGT
AATTGTAACTGCACATGCTTTCATTATAATTTTTTTCATAGTTAT
GCCGATTATAATCGGGGGATTTGGAAACTGACTAGTACCCTTA
ATACTAGGCGCTCCAGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAACAT
AAGGTTCTGATTACTCCCGCCTTCTTTAACTTTACTTTTAATAAG
AAGACTAATTGAAAATGGCGCTGGAACTGGGTGAACTGTCTAT
CCCCCTCTATCAAATAACATTGCTCACAGTGGGGCTTCAGTAG
ATCTCGCAATTTTTAGGCTTCACTTGGCAGGAATCTCTTCAATC
CTAGGAGCTGTAAA ATTACTACAGTTATCAATATACGATC
CCCAGGAATAAGATTCGACCGGATACCTTTATTTGTTTGATCG
GTAGTACTAACTGCTTTATTGCTACTTTTATCTCTTCCTGTTTTA
GCCGGGGCAATTACTATACTATTAACAGATCGAAATATTAATA
CTTCATTTTTTGATCCTGCAGGAGGAGGCGACCCTATTTTATA
CCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCAC
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654

MmV2

L R LN
GCRCATECTTICATIATAATTIITITTICATAGT TATGECCEATTATARTCE GGG E :

>ROSRO0004-17| MMV2 COI

TAAAGATATTGGAACTTTATATTTCCTTTTAGGAACATGAGCAGG
AATAATTGGCACTTCTCTAAGACTTTTAATCCGAGCTGAATTAGG
TAACCCTGGTACATTAATTGGTGATGACCAAATTTACAATGTAAT
TGTAACTGCACATGCTTTCATTATAATTTTTTTCATAGTTATGCCG
ATTATAATCGGGGGATTTGGAAACTGACTAGTACCCTTAATACTA
GGCGCTCCAGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAACATAAGGTTC
TGATTACTCCCGCCTTCTTTAACTTTACTTTTAATAAGAAGACTAA
TTGAAAATGGCGCTGGAACTGGGTGAACTGTCTATCCCCCTCTA
TCAAATAACATTGCTCACAGTGGGGCTTCAGTAGATCTCGCAATT
TTTAGGCTTCACTTGGCAGGAATCTCTTCAATCCTAGGAGCTGTA
AATTTTATTACTACAGTTATCAATATACGATCCCCAGGAATAAGAT
TCGACCGGATACCTTTATTTGTTTGATCGGTAGTACTAACTGCTTT
ATTGCTACTTTTATCTCTTCCTGTTTTAGCCGGGGCAATTACTATA
CTATTAACAGATCGAAATATTAATACTTCATTTTTTGATCCTGCAG
GAGGAGGCGACCCTATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGG
CA
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MmV3

>ROSRO0006-17| MMV3 COI

TAAAGATATTGGAACTTTGTACTTCCTTTTAGGAACATGGGCAGG
AATAATTGGTACTTCCCTAAGACTTTTAATTCGAGCTGAATTGGG
CAACCCTGGCACATTAATTGGTGATGATCAAATTTACAATGTAAT
TGTAACTGCACATGCTTTCATTATAATTTTCTTCATAGTTATACCG
ATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGACTAGTACCCCTTATACTA
GGCGCTCCAGATATAGCTTTTCCTCGAATAAACAACATAAGGTT
CTGACTACTCCCTCCTTCTCTAACTTTACTATTAATAAGAAGGTT
AATTGAAAATGGAGCTGGGACTGGGTGAACTGTTTATCCCCCA
CTATCAAATAACATTGCACATAGTGGAGCTTCGGTAGATCTCGC
AATTTTTAGACTTCACTTAGCAGGAATCTCTTCAATCTTAGGAGC
TGTAAATTTTATTACCACAGTCATTAATATGCGATCCCCTGGAAT
AAGATTTGACCGAATACCACTATTTGTTTGATCAGTAGTATTAAC
TGCTTTATTGCTACTTTTATCTCTCCCTGTTTTAGCTGGAGCAAT
TACTATACTATTAACAGATCGAAATATTAATACTTCATTTTTTGAT
CCTGCGGGAGGAGGAGATCCTATTCTATACCAACATCTATTTTG
ATTTTTTGGTCAC

I 0
V00 0 NN 0D OO T O
IIII[IIIIIII]II AT TR ||11|||||||||mrrm|nuu
I T

a7




Cuadro 3. Electroferograma, secuencia en formato FASTA y cédigo de barras de los vouchers de Macrodactylus nigripes.

Voucher

Ele

ctroferograma

Secuencia

Codigo de barras

MnV1

hmﬂmMn hudﬂlmun mmluhmlmw

>ROSRO0001-17| MNV1 COI

CATAAAGATATTGGAACTTTATATTTCCTTTTAGGAACATGAGCAGGAATA
ATTGGCACTTCTCTAAGACTTTTAATCCGAGCTGAATTAGGTAACCCTGG
TACATTAATTGGTGATGACCAAATTTACAATGTAATTGTAACTGCACATGC
TTTCATTATAATTTTTTTCATAGTTATACCGATTATAATCGGGGGATTTGGA
AACTGACTAGTACCCTTAATACTAGGCGCTCCAGATATAGCTTTTCCTCG
AATAAATAACATAAGGTTCTGATTACTCCCGCCTTCTTTAACTTTACTTTTA
ATAAGAAGACTAATTGAAAATGGCGCTGGAACTGGGTGAACTGTCTATCC
TCCTCTATCAAATAACATTGCTCATAGTGGGGCTTCAGTAGATCTCGCAA
TTTTTAGGCTTCACTTGGCAGGAATCTCTTCAATCCTAGGAGCTGTAAATT
TTATTACTACAGTTATCAATATACGATCCCCAGGAATAAGATTTGACCGGA
TACCTTTATTTGTTTGATCGGTAGTACTAACTGCTTTATTGCTACTTTTATC
TCTTCCTGTTTTAGCCGGGGCAATTACTATACTATTAACAGATCGAAATAT
TAATACTTCATTTTTTGATCCTGCAGGAGGAGGCGACCCTATTTTATACCA
ACATTTATTTTGATTTTTTGGTC
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MnV2

TR
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>ROSR0002-17| MNV2 COI

AAGATATTGGAACTTTGTACTTCCTTTTAGGAACATGGGCAGGAATAATT
GGTACTTCCCTAAGACTTTTAATTCGAGCTGAATTGGGCAACCCTGGCAC
ATTAATTGGTGATGATCAAATTTACAATGTAATTGTAACTGCACATGCTTT
CATTATAATTTTCTTCATAGTTATACCGATTATAATTGGAGGATTTGGAAAT
TGACTAGTACCCCTTATACTAGGCGCTCCAGATATAGCTTTTCCTCGAAT
AAACAACATAAGGTTCTGACTACTCCCTCCTTCTCTAACTTTACTATTAAT
AAGAAGGTTAATTGAAAATGGAGCTGGGACTGGGTGAACTGTTTATCCCC
CACTATCAAATAACATTGCACATAGTGGAGCTTCGGTAGATCTCGCAATT
TTTAGACTTCACTTAGCAGGAATCTCTTCAATCTTAGGAGCTGTAAATTTT
ATTACCACAGTCATTAATATGCGATCCCCTGGAATAAGATTTGACCGAAT
ACCACTATTTGTTTGATCAGTAGTATTAACTGCTTTATTGCTACTTTTATCT
CTCCCTGTTTTAGCTGGAGCAATTACTATACTATTAACAGATCGAAATATT
AATACTTCATTTTTTGATCCTGCGGGAGGGGGAGATCCTATTCTATACCA
ACATCTATTTTGATTTTTTGGT
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MnV3

A

>ROSRO0005-17| MNV3 COI

AAAGATATTGGAACTTTATATTTCCTTTTAGGAACATGAGCAGGAATAATT
GGCACTTCTCTAAGACTTTTAATCCGAGCTGAATTAGGTAACCCGGGTAC
ATTAATTGGTGATGACCAAATTTACAATGTAATTGTAACTGCACATGCTTT
CATTATAATTTTTTTCATAGTTATACCGATTATAATCGGGGGATTTGGAAA
CTGACTAGTACCCTTAATGCTAGGCGCTCCAGATATAGCTTTTCCTCGAA
TAAATAATATAAGGTTCTGATTACTCCCCCCTTCTTTAACTTTACTTTTAAT
AAGAAGGCTAATTGAAAATGGGGCTGGAACTGGGTGAACTGTCTATCCC
CCTCTATCAAATAACATTGCTCACAGTGGGGCTTCAGTAGATCTCGCAAT
TTTTAGGCTTCACTTGGCAGGAATCTCTTCAATCCTGGGAGCTGTAAATT
TTATTACTACAGTTATCAATATACGATCCCCAGGAATAAGATTTGACCGAA
TACCTTTATTTGTTTGATCAGTAGTACTAACTGCTTTATTGCTACTTTTATC
TCTTCCTGTTTTAGCTGGGGCAATTACTATACTATTAACAGATCGAAATAT
TAATACTTCATTTTTTGATCCCGCAGGAGGGGGCGACCCTATTTTATACC
AACATTTATTTTGATTTTTTGGT
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7.2.3 Registro en base de datos de cddigos de barras

Para obtener el cédigo de barras completo de cada voucher de M. mexicanus
(Figura 14) y M. nigripes (Figura 15), se realizd el registro de la informacion
requerida por la base de datos exclusiva para codigos de barras de BOLD
Systems, atendiendo categorias de taxonomia, detalles del espécimen, datos de
colecta y localidad. Asimismo, toda esta informacion se complementé con
fotografias de cada voucher y los archivos de trazas de las reacciones de
secuenciacion. El registro del cédigo de barras completo en base de datos
internacionales asegura la disponibilidad de esta informacién a nivel internacional
y es punto de referencia para la identificacion por taxonomia molecular de

cualquier insecto.
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Phylum:
Class:
Order:
Family:
Subfamily:
Genus:
Species:

Figura 14. Registro de datos en BoldSystems para Macrodactylus mexicanus. A) Clasificacion, B) Datos
del espécimen, C) Datos de colecta, D) Fotos del espécimen, E) Cddigo de barras y secuencia de nucle6tidos y
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Phylum:  Arthropoda
Class:  Insects
Order:  Coleoptera

Family:  Scarabaeidae
Subfamily:  Melolonthinae
Genus:  Macrodactylus
Species:  Macrodactylus
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Figura 15. Registro de datos en BoldSystems para Macrodactylus nigripes
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7.2.4 Andlisis de secuencias homaologas del gen MT-COI
La similitud entre las secuencias parciales del gen MT-COI de M. mexicanus y M.
nigripes, calculada mediante BLASTN, fue de 92% a 99%. Mientras tanto, la
similitud encontrada por reporte taxondmico para M. mexicanus estuvo en un
intervalo de 88.38% a 95.07% y para M. nigripes de 88.88% a 95.25%, con
secuencias del gen MT-COI de M. uniformis, M. pseudothoracicus, M. angustatus
y M. subspinosus (Cuadro4). Para representar la similitud entre las secuencias
parciales del gen MT-COI obtenidas para M. mexicanus y M. nigripes con respecto
a ellas mismas y con otras especies, se construyé un cladograma por el método
de Maxima Verosimilitud. En la Figura 16 se puede observar la formacion de dos
agrupaciones principalmente con las especies de la subfamilia Dynastinae (C.
longula y C. parallela) y las de Melolonthidae, utilizadas en el analisis. En esta
tltima subfamilia se destaca la formacion de un grupo con las especies de
Macrodactylus, separandolas de Phyllophaga y Hoplia. Con respecto a las
especies de Macrodactylus, las especies utilizadas en este estudio forman un
grupo cercano a M. subspinosus. Sin embargo, la asociacion por similitud de
secuencias se resuelve con la constitucidon de tres grupos entre M. mexicanus y M.

nigripes (Figura 16).
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Cuadro 4. Rango de similitud con otras especies de Macrodactylus.

Voucher Intervalo de similitud Especies
M. mexicanus V1 92.98% - 92.32% M. uniformis
91.36% M. pseudothoracicus
89.4% - 88.33% M. angustatus
88.79% - 88.68% M. subspinosus
M. mexicanus V2 93.02% - 92.35% M. uniformis
91.4% M. pseudothoracicus
89.45% - 88.38% M. angustatus
88.84% - 88.73% M. subspinosus
M. mexicanus V3 95.07% - 93.94% M. uniformis
90.48% - 90.02% M. subspinosus
90.48% - 90.17% M. angustatus
89.66% M. pseudothoracicus
M. nigripes V1 92.98% - 92.32% M. uniformis
91.67% M. pseudothoracicus
89.4% - 88.33% M. angustatus
89.09% - 88.79% M. subspinosus
M. nigripes V2 95.25% - 93.99% M. uniformis
90.52% - 90.06% M. angustatus
90.37% - 89.91% M. subspinosus
89.86% M. pseudothoracicus
M. nigripes V3 93.02% - 92.35% M. uniformis
91.71% M. pseudothoracicus
89.6% - 88.38% M. angustatus
89.36% - 88.84% M. subspinosus
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g9 | Macrodactylus mexicanusV1l
98 | Macrodactylus mexicanusV2
Macrodactylus nigripesV1

82 Macrodactylus nigripesV3

99
100 |- Macrodactylus nigripesvV2
99 I Macrodactylus mexicanusV3

Macrodactylus subspinosus

Hoplia argentea

Phyllophaga profunda
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45 Phyllophaga rubiginosa

Cyclocephala longula

82 Cyclocephala parallela

P
0.05

Figura 16. Cladograma construida con las secuencias parciales del gen MT-COI de
Macrodactylus mexicanus y Macrodactylus nigripes. Se empleo el andlisis de Maxima
Verosimilitud con el programa Mega 7. Se tomé como base el modelo general reversible
en el tiempo con una distribucibn gamma vy sitios invariantes (G + 1), y un soporte de
ramas por el método de Bootstrap con 1000 remuestreos.

8. Discusiodn

Desde los inicios del siglo XIX hasta la actualidad, la descripcion e identificacion
taxondmica de especies del género Macrodactylus se ha realizado con caracteres
morfologicos (Burmeister, 1855; Bates, 1887; Carrillo y Gibson, 1960). Sin
embargo, para el siglo XXI la delimitacién de especies requiere de la integracion
de diversas fuentes de datos morfolégicos, moleculares y ecolégicos. En el caso
de M. mexicanus y M. nigripes, las cuales son consideradas como plagas de
cultivos de relevancia econémica (Arce-Pérez y Morén, 2000), no se cuenta con
herramientas integrativas para su clasificacion. Por tal razén, en el presente
trabajo se obtuvo por primera vez el cddigo de barras de ADN del gen MT-COI

para fortalecer la identificacion integral con herramientas moleculares, lo cual
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permitird ahondar en la comprensién de las relaciones ecoldgicas y evolutivas de

estas especies.

En general, los adultos de M. mexicanus y M. nigripes presentan caracteristicas
morfologicas parecidas, como tamafo y forma, coloracion, vestidura, estructuras
bucales, anatomia de antenas, disposicion de sedas en el protérax, forma del
térax, presencia de esternitos en el abdomen, caracteristicas de las patas y ufias,
entre otras mas (Lacordaire 1856; Arce-Pérez y Mordn, 2005). Sin embargo,
ciertos caracteres los diferencian a simple vista, como es el color de las patas y
del edeago. Por otra parte, la identificacion de diversas especies de coledpteros
mediante Gnicamente caracteristicas externas se ha dificultado por la presencia de
especies cripticas con nichos ecoldgicos compartidos (Manjarrés y Rendoén, 2013).
Por lo tanto, el uso de estructuras internas como la genitalia masculina ha sido uno
de los caracteres internos mas ampliamente utilizados en la taxonomia y
sistematica de todo el orden Coledptera (Lopez-Guerrero, 1999). Debido a que la
morfologia de 6rgano genital de los machos cambia de forma lineal a velocidad
mMA&s constante que los caracteres externos, ha sido muy confiable la utilizacion de
estructuras genitales para resolver la separaciéon de especies cercanas a nivel
supraespecifico (Zunino y Halfftel, 1988). Sin embargo, algunos autores admiten
que el uso de caracteres taxonémicos genitales en insectos esta sometido a
procesos de rapida divergencia (Zunino, 2012). Se ha mencionado que los adultos
de M. mexicanus presentan diferencias en cuanto a la forma de los parameros, ya
gue en ocasiones se pueden observar mas angulados. Ademas, para el caso de
las poblaciones de M. nigripes los genitales varian, ya que algunos son
obtusamente mas angulados que redondeados (Arce-Pérez y Morén, 2000). Por lo
anteriormente dicho, para el género de Macrodactylus solo se cuenta con la
descripcion morfolégica y existen muy pocos registros del uso de herramientas

moleculares para su identificacion taxonémica.

Al respecto, el cédigo de barras de ADN del gen mitocondrial COI ha sido utilizado
con éxito para identificar de manera rapida y confiable numerosas especies de

insectos. Por ejemplo, para especies de lepidopteros (Hausmann et
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al., 2011a, b, 2013), himendpteros (Schmidt et al., en preparacion), neuroptéridos
(Moriniere et al., 2014), heteropteros (Raupach et al., 2014), miridpodos (Spelda et
al., 2011) y ortopteros (Hawlitschek et al., en preparacion), se ha utilizado el
codigo de barras del gen MT-COI para determinar su identidad taxondmica,
sugiriendo fuertemente la eficacia del cédigo de barras de ADN para todos los

artrépodos.

En el presente trabajo, debido a que no se cuentan con registros de secuencias
del gen mitocondrial COI para M. mexicanus y M. nigripes, se inici6 con la
obtencion del cédigo de barras de ADN por primera vez para fortalecer el uso
integrativo de herramientas moleculares acorde a las necesidades de la actual
taxonomia integrativa. El analisis de las secuencias obtenidas revel6 la formacién
de grupos perfectamente separados de M. mexicanus y M. nigripes en el
cladograma. En contraste, en el dendograma también se evidencié un grupo
integrado por “M. nigripesV2” y “M. mexicanusV3”, lo cual resulta inconsistente con
la taxonomia y habitos (Arce-Pérez y Mordn, 2000), aunque con respecto al
comportamiento y comunicacion quimica son similares (Romero-Lépez, 2016). Por
lo tanto, estas evidencias nos llevan a preguntarnos ¢ si son especies hibridas? o

¢£,S0N pertenecientes a una misma especie?

Al respecto, en las claves dicotomicas propuestas por Arce-Perez y Morén (2000),
se mencionan que para Macrodactylus mexicanus las poblaciones presentan
diferencias en cuanto a la forma de los parameros, pues algunos ejemplares los
presentan mas angulados; los élitros pueden ser de color uniforme; los tarsos
pueden ser totalmente negros o solo con su mitad apical; algunas poblaciones
presentan las estrias muy finas y poco marcadas, ademas de una vestidura
amarillo claro, gris- cenizo o de aspecto verde-amarillento; el tamafio corporal
también puede ser muy variable entre las poblaciones presentando una media de
11.10 mm de largo por 3.98 mm de anchura, con una desviacion estandar de 1.29
en el largo y de 0.64 en la anchura, lo cual pone de manifiesto la gran variacion
especifica, y hace probable la existencia de un complejo de especies o

subespecies. En cuanto a M. nigripes, los genitales de las diferentes poblaciones
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varian, siendo algunos obtusamente mas angulados que redondeados. Algunas
poblaciones son de talla grande 12.5 mm de largo, como las de Chiapas mientras
gue otras son de talla pequefia 8.0 mm de largo, como algunas del Estado de

México y Tlaxcala.

Por lo dicho anteriormente, es recomendable aumentar el tamafio de muestra para
obtener el codigo de barras de ADN, aunado al empleo diferentes marcadores
moleculares nucleares y mitocondriales, asi como de datos biogeograficos y
ecolégicos de estas especies para poder tener resultados concluyentes en cuanto
a la delimitacion de especies. Existe la posibilidad de que para la identificacion de
especies cercanas no se presente la suficiente variacion y divergencia en las
secuencias del gen MT-COI, como ocurre con Pterostichus nigrita Paykull y
Pterostichus rhaeticus Heer, las cuales es imposible de separar con el uso de
marcadores moleculares tradicionales (Raupach et al., 2010). Por otra parte, las
secuencias del gen MT-COI obtenidas en este estudio presentaron variacion
suficiente con respecto a otras especies de Macrodactylus, entre géneros distintos
de Melolonthidae y entre subfamilias de Scarabaeoidea. Como se observa en el
cladograma, existe concordancia de asociacion de especies agrupadas por
caracteres morfoldgicos. Por lo tanto, el codigo de barras de ADN del gen MT-COI
puede ser potencialmente utilizado combinando los datos de taxonomia tradicional
para la identificacion a nivel de especie, género y familias. Estas evidencias
ofrecen herramientas de identificacion taxonémica confiable que pueden utilizarse

para la clasificacion de este grupo de coleodpteros.

Finalmente, el uso combinado de la taxonomia morfolégica y molecular abre una
nueva puerta para la diversificacion de métodos para la identificacion de especies

del género Macrodactylus y de manera general, de la familia Melolonthidae.
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9. Conclusiones

1) Se obtuvieron cédigos de barras de 680-685 pb del gen MT-COI de tres adultos
machos de M. mexicanus y tres adultos machos de M. nigripes.

2) Las secuencias del gen MT-COI de M. mexicanus y M. nigripes tienen una
similitud del 92% entre ellas y un 95% al 90% con otras especies del mismo

género.

3) Por primera vez se utliza taxonomia integrativa para la identificacion de

especies de Melolonthidae distribuidas en México.
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