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Genética Poblacional de Phyllophaga obsoleta (Blanch)
(Coleoptera: Melolonthidae) en Amatenango del Valle, Chiapas.

RESUMEN

Phyllophaga obsoleta (Blanch) es un escarabajo meloldntido, cuyas larvas forman parte
del complejo gallina ciega. Este complejo es plaga importante de cultivos de maiz por
alimentarse de su sistema radicular. Cada afio se registran grandes pérdidas econdomicas
ocasionadas por la actividad de sus larvas. Ante esta situacion, es necesario disefiar y
evaluar métodos de control contra gallina ciega. Para el disefio de métodos de control
contra P. obsoleta es preciso el conocimiento sobre su diversidad genética. La teoria de la
genética poblacional es Util para reconocer el grado de diferenciacién genética entre las
poblaciones y valorar la conveniencia de hacer maﬁéjo local o regional, asi como para
reconocer el potencial evolutivo de las resistencias a estrategias de manejo. El presente
trabajo tiene por objetivos: (1) Determinar los efectos de la aplicaci(')h de composta y el
hongo Beauveria bassiana (Balsamo) en el crecimiento del maiz, en la mortalidad en
laboratorio, sobrevivencia en campo y estructura genética de larvas de P. Obsoleta y (2)
determinar la diversidad y la estructura genética de cuatro poblaciones de adultos de P.
obsoleta en Amatenango del Valle, Chiapas. Los loci allo/iso-enzimaticos empleados para
determinar la estructura y diversidad genética de larvas y adultos de P. obsoleta fueron
EST, GOT-1, GOT-2, EM-1, y EM-2. La aplicacién de composta tuvo efecto positivo en el
desarrollo inicial del maiz. En todos los tratamientos se encontr6 un bajo nimero de larvas,
lo que no permite mostrar si el hongo tuvo efecto en su mortalidad. En condiciones de
laboratorio el hongo incremento la mortalidad de la especie. El hongo disminuyo la
diversidad genética de las larvas y la composta la aumentd. Estos cambios no fueron
suficientes para que se observara una diferenciacion genética relevante entre tratamientos.
La diferenciacidn entre las poblaciones de adultos es baja pero mantienen altos niveles de
diversidad genética. Hay factores que actian en todas las poblaciones a favor de los

heterocigotos. La estructura de machos y hembras es diferente.

Palabras claves: Alelo, Allo/iso-enzimas, Beauveria bassiana, Diferenciacion genética,
Gallina ciega, Heterocigosidad, Polimorfismo.



INTRODUCCION Y ANTECEDENTES
Biologia y taxonomia de Phyllophaga

Ubicacién taxonémica (Endrodi 1966)
CLASE: Insecta
ORDEN: Coleoptera
FAMILIA: Melolonthidae
SUBFAMILIA: Melolonthinae
TRIBU: Melolonthini
SUBTRIBU: Rhizotrogina
GENERO: Phyllophaga
SUBGENERO: Phytalus
ESPECIE: Phyllophaga obsoleta (Blanch, 1850)

En México, la tribu Rhizotrogina esta representada sélo por el género Phyllophaga con
246 especies. Esta cantidad representa el 27 % del total de especies de la familia
Melolonthidae con 918 especies y el 50 % de las especies de la subfamilia Melolonthinae
con 467 (Mordn 1996; 2001; 2003).

Descripcion

Los adultos de Phyllophaga obsoleta tiene una longitud promedio de 16-20 mm y 6-8 mm
de ancho (Figura la). Su coloracion es parda amarillenta con el pronoto y los apéndices
pardo rojizos, €l dorso es glabro y brillante y las antenas tienen 10 artejos. Los espolones
metatibiales apicales se encuentran articulados y las ufias tarsales estdn hendidas con la
proyeccion inferior més larga que la superior. Los machos tienen una amplia depresion
mesial en los esternitos cubiertas de abundantes sedas. El quinto esternito presenta una
proyeccion laminar ornamentada que cubre parte de la placa anal. Las hembras tienen un
tubérculo preapical en la placa pigidial (Morén 1997). Las pupas de Phyllophaga son de
color pardo ambarino y miden de 15 a 23 mm de longitud. Los huevos del género son de

color blanco perlado de forma ovoideo esféricos de 1.5 a 3 mm de longitud. Las larvas de



Phyllophaga son del tipo escarabiformes y pasan por tres estadios (Figura. 1b). Son de
color blanco grisiceo o blanco cremoso y con forma de “U” o “C”. La cabeza es de color
café amarillento con mandibulas fuertes y presentan tres pares de patas bien desarrolladas

(Ramirez-Salinas y Castro-Ramirez 2000).

Figura 1: Adulto (a) y Larva (b) de Phyllophaga sp (Morén 2001, Castro- Ramirez et al. 2004).

En general, las diferencias entre las especies de gallina ciega pueden observarse con mayor
facilidad en su tercer estadio. Las larvas en tercer estadio de Phyllophaga obsoleta miden
3.11 em y su cuerpo no es muy robusto. El tamafio de la palidia varia de 1.5 a 1.8 mm de
longitud y 0.4 a 0.5 mm de anchura y esta formada por lineas curvas con forma de huso sin
unirse a los extremos. El nimero de pali presenteé es de 17 a 27 con forma aguzadas
separados en su base por una distancia menor o igual que el ancho basal de cada palus.
Generalmente se observan 30 o menos sedas en las tegillas y el palidium tiene
aproximadamente 20 o menos pali. La capsula cefalica mide en promedio 4.5 mm de
anchura, con 8 a 13 sedas frontales anteriores y 3 a 5 sedas dorso epicraneales. La
epifaringe tiene en promedio 2 mm de ancho y 1.5 mm de longitud. Los plegmatas
presentan entre de 9 a 14 plegmas. Las especies que pueden confundirse facilmente con las
larvas de P. obsoleta son P. raviada (Blanch) y P. tenuipilis (Bates) (Ramirez-Salinas y

Castro-Ramirez 1998).
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Distribucion

Phyllophaga obsoleta es una especie muy comln y amplia distribucion. Se le encuentra
desde el sur de los Estados Unidos de Norteamérica hasta Venezuela. En México se tienen
registros en 14 estados (Figura 2). En la region de los altos de Chiapas esta distribuida en
los municiptos de Aguacatenango, Amatenango del Valle, Balin Canal, Bochil, EI
Madronal, Juznajab. Majosik, Navil, Oxchuc, Pacvilnd, Piedra Escrita, Las Piedrecitas, San

Cristébal de las Casas, Tenejapa, Teopisca, Tzunum, Winikton, Yaluma y San Francisco
(Castro-Ramirez et al. 2004, Morén 2003).

Distribucion en México de P. obsoleta

Figura 2: Distribucién de Phyllophaga obsoleta en México.

Habitat

Phyllophaga obsoleta habita desde los 800 hasta los 2500 m de altitud en diferentes tipos
de vegetacion que no sean secos (Mor6én 2001). Los huevo, larvas y pupas son
estrictamente edaficolas, los adultos, emergen del suelo en las tarde para iniciar su actividad
(~ 7-10 p.m.) y son atraidos fuertemente por las fuentes de luz eléctrica (Gémez et al.
1999a, Cruz-Lopez et al. 2001, Castro-Ramirez et al. 2003). Tanto adultos larvas, pupas y
huevos son observados en el suelo desde los 2 hasta los 50 cm de profundidad (Ramirez-
Salinas y Castro-Ramirez 2000). Las raices vivas y los suelos ligeramente 4cidos, sueltos y

bien drenados parecen ser cruciales para la sobrevivencia de la especie durante su vida
edaficola (King 1994).



Ciclo de vida

El ciclo de vida de Phyliophaga obsoleta es anual. L.a mayor parte de la vida de esta
especie se desarrolla en el suelo ya que los adultos sélo se desentierran unas cuantas horas
por las noches (Figura 3). Después a las dos o tres primeras lluvias de la temporada (abril y
mayo en Chiapas ), los adultos salen a la superficie para alimentarse y copular. Entre mayo
y junio y a los 11 dias después de la cépula las hembras depositan sus huevos. A 17 dias las
larvas eclosionan. En julio y agosto las larvas pasan al tercer estadio. Durante diciembre y
enero las larvas de tercer estadio empiezan a perder movimientos y se encierran en cdmaras
ovoides. En febrero las larvas pupan y el adulto emerge nuevamente con las primeras

lluvias, comenzando un nuevo ciclo (Ramirez-Salinas ef al. 1999).

CICLO DE VITIA

Figura 3: Ciclo de vida de Phyllophaga obsoleta (Castro- Ramirez et al. 2004)

Reproduccion

En San Cristobal de las Casas, Chiapas, la copula de Phyllophaga obsoleta se desarrolla
entre las 7:15 y las 8:00 pm sobre el suelo o en hospederos de los que se alimentan los
adultos (Gémez et al. 1999a). Las hembras de este género tienen una preferencia notable
por depositar sus huevos en suelos ricos en humus y bajo gramineas (King 1994). La
proporcion sexual y la cantidad de huevos que depositan las hembras de Phyllophaga
obsoleta varia dependiendo de la localidad. En Honduras se encontré que la proporcion

sexual de la especie es 1:1, las hembras maduras sexualmente capturadas en el suelo tenian



un promedio de 14 huevos y las capturadas con trampas de luz presentaron un promedio de
8 huevos (Vasquez 2003). Cruz-Lépez et al. (2001) sefiala que en la comunidad chiapaneca
El Madronal la proporcién sexual de P. obsoleta fue de 2:1 (macho hembra) y el promedio
de huevecillos por hembra durante ese ciclo agricola fue de 9.4 al finalizar las cuatro
semanas de recoleccion. En San Cristobal de Las Casa se ha observado que las hembras de
esta especie depositan un promedio de 42 huevos con un maximo de 62. La variabilidad en
la cantidad de huevos encontrados en las hembras del genero Phyllophaga se debe a que
depositan sus huevo por partes. Asi, al transcurrir las semanas la cantidad de huevos por
hembra disminuye, sesgando considerablemente los resultados (Ramirez-Salinas y Castro-

Ramirez 2000).

Alimentacion

La alimentacién de Phyllophaga es muy diversa y cambia segin el estadio en el que se
encuentre. Las larvas se alimentan de materia organica, de raices de arboles frutales,
forestales y hortalizas como papa, acelga, repollo, brocoli, zanahoria, cilantro, cebolla,
chile, tomillo y maiz (Ramirez-Salinas et al. 1999). Los adultos se alimentan del follaje de
una gran variedad de arboles entre los cuales se encuentran los géneros Quercus, Guazuma,

Senecio, Eyitrina, Acacia, Cuphea y Crataegus (Morén 1997, Gomez et al. 1999a).

Enemigos naturales

Los adultos de Phyllophaga obsoleta son depredados comtnmente por murciélagos, aves,
reptiles, mamiferos y anfibios. También se ha observado que son consumidos por hormigas,
escarabajos del género Calosoma y arafias de la familias Thomisidae y Agelenidae. Las
larvas son alimento de aves, tejones, mapache, zorrillos, tlacuaches, ~cacomixtles,
armadillos, coaties y musarafias (Mordn 1986). Se han encontrado 4caros asociados con
adultos y larvas sin determinar el tipo de relacion (foresis, simbiosis, parasito). También se
tienen registro de dipteros e himenépteros (Thipia, Compsomeria, Scolia, Pelecinus) como
endoparasitos de este género (Ramirez-Salinas y Castro-Ramirez 1999). Las larvas de
Phyllophaga pueden ser huésped de acantocéfalos y ser parasitados por nematodos o
protozoos. Otros factores que pueden causar la muerte de P. obsoleta en cualquiera de sus

estadios son los hongos Beauveria y Metarhizium (Morén 1986, Gomez et al. 1999a).



Daiios ocasionados por larvas de Phyllophaga obsoleta

Dafios a los cuitivos

Phyllophaga obsoleta puede reducir la productividad y provocar la muerte de los cultivos
en los que se les encuentra sus larvas debido a que consumen la raiz de las planta quedando
incapaces de absorber los nutrimentos del suelo y que en los altos de Chiapas la biologia de
P. obsoleta se encuentra plenamente sincronizada con el cultivo de maiz (Figura 4).
Asimismo, El dafio del maiz que causa el complejo gallina ciega depende del estado
fenoldgico del cultivo, de la densidad y composicion del complejo, de cuando las larvas se
encuentran en terceros estadios, del manejo que el productor de a su cultivo y de las
condiciones climdticas y edaficas. Las parcelas con problemas de inundacién presentan
menor nimero de larvas y de dafio en la raiz. Se ha encontrado relacion entre el nimero de -
larvas y dafio a la raiz, pero la presencia de larvas no siempre implica disminucion en el

rendimiento de la planta. ( Goémez et al. 1999b , Ramirez-Salinas y Castro-Ramirez 2000).
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Figura 4: Fenologia de gallina ciega y de maiz en cultivos de temporal

(Ramirez-Salinas y Castro-Ramirez 2000).




Pérdidas econdmicas

Los campesinos al tratar de evitar el dafio incorporan fertilizantes a sus parcelas para
obtener una mayor producciéon de maiz. La incorporacion de fertilizantes e insecticidas
representa un gasto considerable para el precio tan bajo con que se cotiza el producto en
Meéxico (Aranda 1990, Njjera-Rincon 1993, COVECA 2002). En 1977 en el estado de
Jalisco se registré una disminucion en el rendimiento del grano de maiz de 2,796 kg/ha
causado por plagas del suelo donde dos especies de Phyllophaga ocasionaron el 47% de
esta pérdida. En 1978 tres especies del complejo causaron el 50% de la mortalidad de
plantulas de maiz en el mismo estado (Rios y Romero 1982; citado por Morén 1986).
Segiin Najera-Rincon (1993) durante 1984 y 1989 se utilizé en Jalisco un promedio anual
de 1,278.36 ton de insecticidas al suelo y se aplicé a 63,911 ha de maiz y sorgb insecticidas
granulados para el combate de plagas rizofagas. Este esfuerzo representd en 1993
$5,432,000,000.00 (cinco mil cuatrocientos treinta y dos millones de pesos mexicanos). En
Amatenango del Valle, Chiapas, el 62 % de la poblacion realiza actividades agropecuarias
con fines econdémicos y/o de autoconsumo. En este municipio la gallina ciega ocasiona
pérdidas de hasta 3 ton/ha lo que provoca que la agricultura sea subsidiada por la alfareria
producida por las mujeres de la region (Aleman y Lopez 1989; citado por Ramirez-Salinas

y Castro-Ramirez 2000, COESPO 2002 , Ramos-Mufioz 2002, Méndez-Pérez 2003).
Estrategias de manejo

Control quimico _

Este es el sistema de control para plagas del suelo con mayor difusién en México. Consiste
en rociar o incorporar compuestos quimico sobre los cultivos. Estos compuestos son
denominados popularmente insecticidas. Los principales insecticidas sintéticos son los
organoclorados, organofosforados, carbamatos y piretroides. Tienen por objetivo eliminar
las plagas que puedan causar dafio a los cultivos en un momento dado. Los insecticidas
organoclorados como el DDT fueron los primeros plaguicidas sintéticos en comercializarse
de una manera amplia. Pueden tener una alta persistencia en el ambiente bidtico o abiotico
de hasta 11 afios. Los organofosforados permanecen en el ambiente tan sélo unas pocas

semanas (hasta 12). Los carbamatos presentan una baja permanencia en el ambiente pero en



el medio acuitico suelen estabilizarse. Estos insecticidas pueden causar dafios tanto a la
salud humana como al ambiente ya que no son productos especifico y pueden afectar a
diferentes organismos al esparcirse, acumularse y magnificarse a través de las redes
troficas. Estos productos actian sobre el sistema nervioso de diversos organismo e incluso
algunos organofosforados tiene la capacidad de inhibir la fotosintesis. Otros compuestos
menos agresivos al ambiente son las piretrinas que se obtiene de moler las flores secas de
crisantemos y su uso, doméstico, se extiende desde varios siglos antes de Cristo. Los
piretroides son moléculas modificadas de piretrinas y ambas son degradados ficilmente por
los organismos y susceptibles a la oxidacién causada por el ambiente. Actualmente se estan
estudiando y utilizando insecticidas quimicos a base de feromonas y reguladores del
crecimiento, estos suelen ser mas especificos ya que pueden llegar a actuar so6lo en estadios
juveniles de los artropodos (Albert 1990, Alpuche 1990a, Alpuche 1990b, Aranda 1990,
Barcenas 1990, Renddén-von Osten 1990).

Control bioldgico

El control bioldgico es el estudio y la utilizacién de parasitos, depredadores y/o patdgenos
en la regulacién de las densidades de las poblaciones de hospederos plaga e incluye el
estudio, importacion, incremento y conservacion de tales organismos (DeBach 1978). El
control bioldgico como solucidn es atractivo debido a que puede ser altamente selectivo y
obtener resultados positivos a largo plazo (McEvoy 1996). Los hongos entomopatégenos de
los géneros Metarhizium y Beauveria han sido estudiados en condiciones experimentales
como controladores de especies de escarabajos plaga incluyendo a las larvas del genero
Phyllophaga (Shannon et al. 1993, Cruz-Lopez 1999, Castro-Morales y Zamora-Basillio
2000, Mosso y Gutiérrez 2000, Flores et al. 2002, Dubois ef al. 2004).

Supresién manual

La supresion manual de adultos de gallina ciega es una estrategia preventiva. Esta consiste
en la recoleccidén masiva de escarabajos adultos en las parcelas de los agricultores durante
la etapa de emergencia. Las especies plaga de Phyllophaga suelen atacar a cualquier cultivo
sin importar a quien pertenezca. Por este motivo, esta tictica de control requiere del trabajo

organizado, sistematico y colectivo de la poblacién. Asimismo, es indispensable la



capacitacion del personal en la biologia de la plaga para que la colecta sea eficiente y
especifica (Cruz-Lopez et al. 2001, Castro-Ramirez et al. 2003). En un estudio realizado
por Cruz-Lépez et al. (2001) en el municipio de Amatenango del Valle, Chiapas, se
capacitaron a 83 alumnos para capturar adultos de gallina ciega. Durante cuatro semana se
capturaron 40,995 adultos en un area de 27 ha. La captura de estos adultos permitié reducir
la densidad larval de 17.34 larvas/m’ (un afio antes del estudio) a 1.5 larvas/m’. Con estos
datos el autor concluye que la captura masiva de adultos de gallina ciega es una alternativa

de manejo econdmica, eficiente y segura.

Composta

Los abonos orgédnicos juegan un papel importante en el desarrollo de las plantas. La adicion
de composta a las plantas no reduce la densidad de las larvas en el cultivo si no que le da
mayor vigor a la planta para soportar y contrarrestar los dafios que causa la gallina ciega a

la raiz (Castro Ramirez et al. 2001).

Manejo integrado de plagas

El manejo integrado de plagas implica la necesidad de tolerar a la plaga y asi aprender a
convivir con.ella bajo condiciones mas ventajosas para los seres humanos. Este manejo
debe ser aplicado con un criterio netamente preventivo. Para adoptar este tipo de programas
se debe incluir la optimizacién y minimizacidn del control quimico. Las técnicas que se
emplean en los programas de manejo integrado de plagas son los métodos culturales
(policultivos, rotacion, introduccion de variedades resistente, etc.), métodos mecanicos
(colectas manuales entre otras), métodos fisicos (control de humedad o manipulacién de la
luz), control bioldgico, control quimico, métodos genéticos y control legal (cuarentenas,
obligatoriedad de practicas agrarias, prohibicion de productos agresivos, control en la
manipulacion y aceptacion de productos transgénicos). El manejo integrado de plagas
requiere de la participacion de verdaderos equipos interdisciplinarios, de la cooperacion de
técnicos adiestrados en el monitoreo permanente de plagas y del conocimiento detallado

sobre plagas en todos sus aspectos (Aranda 1990, Pérez-Moreno 2000).
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Genética de poblaciones ’

La genética poblacional se define como el estudio de las fuerzas que provocan cambios
genéticos espacial o temporalmente en una poblacion. Estos cambios provocan la
diferenciacién genética que se refleja en diferentes frecuencias alélicas entre poblaciones
(Hartl y Clark 1997). La genética poblacional permite el reconocimiento de los procesos
evolutivos que promueven los cambios genéticos dentro y entre poblaciones. Los procesos
hasta el momento reconocidos son la seleccién natural, la deriva genética, la mutacién, la
recombinacion y el flujo génico. La seleccion natural es la sobrevivencia y reproduccion
diferencial de organismos distintos, este proceso se genera cuando los diferentes genotipos
tienen distintos mecanismos de eficiencia para dejar descendencia viable. La mutacién es el
mecanismo de generaciéon de nuevos genes pero es poco relevante para cambiar las
frecuencias alélicas. La deriva génica es el cambio de frecuencias génicas a lo largo del
tiempo causada por errores de muestreo, esto es, la oportunidad de que algunos individuos
tengan un mayor o menor nimero de descendientes sin que la seleccion natural intervenga;
la deriva génica conduce cominmente a la pérdida de alelos y a elevar la homocigosis
(cuanto mas pequefia la poblacion mas efecto tendra la deriva génica en ésta). El flujo
génico o migracion es el movimiento de genes de una parte del area de distribucion de una
poblacién a otra ocasionando la homogeneizacion de las poblaciones, esta fuerza evolutiva
depende de la tasa de migracion entre las poblaciones y de las frecuencias génicas en los

individuos migrantes (Hartl y Clark 1997, Eguiarte 1999).

La genética poblacional puede ser aplicada de manera practica en el campo de la agricultura
(Hartl y Clark 1997) debido a que la estructura y diversidad genética responden
rapidamente a los cambios ambientales creados por actividades antropogénicas como la
aplicacion de insecticidas, la degradacion de habitats y la contaminacion ambiental (Kim
1993). Se ha demostrado que poblaciones de insectos plaga mantienen diferentes niveles de
variacion genética. Esta diversidad genética podria conferirle resistencia a la plaga ante las
diferentes técnicas de control y al cambio de uso de suelo (McEvoy 1996, Roderik 1996).
La variacion genética se expresa en rasgos especificos dependiendo de la direccién en que

actiien las fuerzas de seleccion natural y cambios ambientales. Cuando la seleccién natural
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interacta con la mutacion y deriva génica se favorece la adaptacion de la poblacion a las
condiciones ambientales que conduce a una diferenciacion en las poblaciones mientras que
el flujo génico opone tales diferenciaciones (Kim 1993). Roderik (1996) cree que la
migracién contribuye al desarrollo de resistencias a insecticidas en los insectos plaga y que
en algunas especies de insectos plaga la gran variabilidad entre y dentro de las poblaciones
es atribuible a las fuerzas de seleccion locales. Asi, el patron de variacion de las resistencias
de los insectos podria estar en funcion de su capacidad de dispersion y a la manera de

aplicacion del insecticida

No hay estudios de genética de poblaciones con Phyllophaga obsoleta. Sin embargo, existe
informacion sobre la estructura poblacional de varias especies de insectos plaga. Martins y
Contel (2000) describieron la diversidad genética de poblaciones de Digitonthophagus
gazella (Fabricius) y encontraron que existe poca variabilidad en la poblacidn estudiada.
Carter et al. (1996) establecio las relacion de las poblaciones de la plaga de pinos en Norte
Ameria Tomicus piniperda (L.). También se han desarrollado esfuerzos en determinar la
posible relacion entre la intensidad de tincion de la esterasa y la resistencia a insecticidas de
una poblacién de Diabrotica virgifera LeConte de Nebraska (Zhuo et al. 2000) especie de
escarabajo barrenador del maiz; esta puede ser una buena técnica para el monitoreo de

resistencia en frecuencias individuales.
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JUSTIFICACION

Las larvas Phyllophaga obsoleta son plaga de gran cantidad de plantas cultivadas. En
Amatenango del Valle, Chiapas, la poca productividad de los cultivos de maiz, resultante
del ataque de la gallina ciega, sumado al esfuerzo econdmico utilizado en la aplicacion de
insecticida y fertilizantes para contrarrestar o controlar los efectos de esta plaga, representa
una gran pérdida econdmica en comparacion con la cotizacion (1,400 $/ton) y
productividad (2 ton/ha) del grano en el estado (COVECA 2002). Asimismo, La aplicacién
del insecticida es generalmente de manera indiscriminada, su eficacia actualmente es
limitada y las consecuencias son adversas para a la salud y el ambiente. Ante esta situacion,
es necesario disefiar y evaluar nuevas alternativas de control de P. obsoleta, factibles de ser
incorporadas en el manejo tradicional que los productores realizan y en los programas de

manejo integrado de plagas del maiz en Los Altos de Chiapas.

Para llegar a un control ecoldgicamente sostenible, especifico y con efectos positivos a
largo plazo es necesario obtener un conocimiento integral y detallado de la ecologia de la
especie de interés. Hoy en dia, la teoria y conceptos de la genética de poblaciones y
concretamente de la ecologia genética son particularmente utiles para reconocer nuevas
estrategias de control con posibilidades de funcionar por periodos mas largos. Determinar
los cambios en la estructura genética de insectos plaga relacionados a las métodos de
control es el principio de un reconocimiento de la evolucion de la resistencia al método en

uso (Kim 1993, Roderik 1996).
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OBJETIVOS

Aportar conocimientos sobre genética poblacional de adultos de Phyllophaga obsoleta 'y de

las larvas asociadas a estrategias de manejo o control.

1. Determinar el efecto de la aplicacion del hongo Beauveria bassiana (estrategia de
control) y de composta (estrategia de manejo) en el crecimiento del maiz en tres
parcelas de Amatenango del Valle, Chiapas.

2. Determinar el efecto, en condiciones de laboratorio, de la aplicacion del hongo
Beauveria bassiana en la mortalidad de adultos y huevos de Phyllophaga obsoleta
capturados en cuatro localidades de Amatenango del Valle, Chiapas.

3. Determinar el efecto de la aplicacién del hongo Beauveria bassiana y de composta
en la sobrevivencia de larvas de Phyllophaga obsoleta en tres parcelas de
Amatenango del Valle, Chiapas.

4. Determinar la diversidad genética y la estructura genética de larvas de Phyllophaga
obsoleta asociadas al efecto de la aplicacion del hongo Beauveria bassiana y de
composta en tres parcelas de Amatenango del Valle, Chiapas.

5. Determinar la diversidad genética y la estructura genética de cuatro poblaciones de

adultos de Phyllophaga obsoleta en Amatenango del Valle, Chiapas.

HIPOTESIS

Las estrategias de control que incrementan la mortalidad de larvas, como la aplicacion de
hongos, reducen la diversidad genética de las poblaciones de larvas de Phyllophaga
obsoleta mientras que las estrategias inocuas como la aplicacion de composta, mantiene la

diversidad genética.

Las poblaciones de Phyllophaga obsoleta de Amatenango del Valle se encuentran

genéticamente diferenciadas.
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MATERIALES Y METODO

Area de estudio

Municipio de Amatenango del Valle

Amatenango del Valle es un municipio chiapaneco que forma parte de la region de Los
Altos de Chiapas (Figura 5). Sus coordenadas geograficas son 16°32' N y 92°26' W. Tiene
una extension territorial de 236 km? que representa el 6.25% de la superficie de la region
Altos. Su altitud promedio es de 1,810 m. El terreno es semiplano en la mayoria de su
extension. El clima es templado con lluvias en verano. En esta regidn se registra una
precipitacion promedio anual de 1,366.5 mm y una temperatura media anual de 16.8°C. El
tipo de vegetacion predominante es el bosque de pino—encino, sin embargo gran parte del
municipio sobretodo en las partes bajas o planicies estd ocupada por el cultivo de maiz. Los
suelos son arcillosos con un pH que varia de 6.2 a 7.7. La red hidrol6gica esta representada

por los arroyos Amatenango, San Nicolas y Pie del Cerro (COESPO 2002).

Figura 5: Ubicacién del municipio de Amatenango del Valle, Chiapas, México
(Ramirez-Salinas y Castro- Ramirez 2000).

Se eligieron tres sitios en el municipio de Amatenango del Valle (San Nicolds, Aljo, y
Cabecera municipal de Amatenango) y uno en el de Venustiano Carranza (Monte Los

Olivos; en adelante Los Olivos) para realizar la descripcion de la estructura genética de
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adultos. En San Nicolas, Aljé y Los Olivos se realizaron los experimentos para observar la

relacion entre la diversidad genética de las larvas y dos estrategias de manejo (Apéndice 1).

Poblado de Amatenango del Valle

Amatenango es un pueblo tzeltal que se encuentra aproximadamente a 60 km de San
Cristdbal de las Casas sobre la carretera San Cristobal-Comitan. El nombre de Amatenango
significa, en ndhuatl "lugar de amates". El grupo de tzeltales que originaron el poblado se
establecid en el municipio durante el periodo clasico de la época precolombina. 51.1% de la
poblacion vive en la cabecera municipal. Una gran parte de sus habitantes son indigenas,
incluso algunos son monolingties. Este poblado es conocido por la hermosa alfareria

realizada por sus mujeres indigenas (COESPO 2002).

Aljo

Aljé es un conjunto de parcelas localizadas en un pequefio valle a 3 km al norte de la
cabecera municipal. El acceso a estas parcela es relativamente dificil ya que sdlo se puede
ingresar a ellas caminando durante 90 mn o bien por medio de camiones de cuatro
toneladas. El valle, rodeado de cerros, esté lejos de cualquier fuente de luz y poblacién. La
vegetacién es de tipo encino-pino. En esta localidad practican tanto el cultivo de riego y de
temporal. También se practica el poli-cultivo de maiz y frijol. El suelo es de tipo arcilloso

con pH 7.5, 4.4 % de materia organica, 0.2 % de nitrégeno y 8.6 % de fosfatos.

San Nicolas
San Nicolas es un conjunto de parcelas que se encuentran a la orilla de la carretera San
Cristobal-Comitidn a 2 km al este de la cabecera municipal de Amatenango del Valle. Los
cultivos de esta zona son exclusivamente de temporal. Los campesinos locales practican el
poli-cultivo, combinando en sus parcelas la siembra de maiz y frijol. El suelo es de tipo

arcilloso, con pH 7.8, 6.9 % de materia organica, 0.6 % de nitrogeno y 14.7 % de fosfatos.
Los Olivos

Los Olivos es una comunidad que se encuentra dentro del municipio de Venustiano

Carranza a 7.5 km en linea recta al sur del poblado de Amatenango. Los cultivos en la que
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trabajamos son propiedad de la comunidad de Amatenango. Las parcelas son
exclusivamente de temporal practicando en ocasiones el policultivo. Estas se encuentran
aproximadamente a un kilémetro del poblado de Los Olivos, por lo que es posible que los
adultos puedan ser influenciados por las luces de las casas. La vegetacion natural que
circunda a las parcelas es una asociacién de pino-encino. El suelo es de tipo arcilloso muy
pedregoso y no suele ser limpiado ni quemado tras la cosecha, con pH 7.2, 8.4 % de materia

orgdnica, 0.4 % de nitrogeno y 17.3 % de fosfatos.

Diseiio experimental para la evaluacion del efecto de estrategias sobre el crecimiento

del maiz, sobrevivencia de larvas y genética de las larvas

El disefio experimental constd de tres parcelas de maiz localizadas en Aljé, San Nicolas y
Los Olivos (Apéndice 1). Las parcelas experimentales tuvieron una 4rea de 14 x 4m con un
borde de un metro alrededor de ésta. En cada parcela se instalaron 60 macetas. Las macetas
que se utilizaron fueron cilindros de malla de acero de 0.5 x 0.5 cm de luz. Los cilindros
tuvieron 30 cm de altura y 50 cm de didmetro. Cada cilindro fue revestido interiormente
con bolsas plasticas obscuras perforadas con agujas para permitir la filtracion del agua. Los
cilindros fueron rellenados de suelo proveniente de cada parcela. Esta tierra fue tamizada y
revisada para evitar la introduccién de organismos que podrian alterar el experimento. Las
macetas se enterraron en cada punto de siembra. En cada maceta se sembraron 4 semillas
de maiz (esperando obtener dos plantulas). Las macetas estan disefiadas para evitar factores
no deseados como colonizacion de otros insectos rizéfagos y depredadores. Se asigno
aleatoriamente cada maceta a uno de tres tratamiento (composta, hongo, suelo) y un testigo.
Cada parcela experimental consté de 15 macetas por tratamiento y testigo. Finalmente todas
las macetas, exceptuando las del testigo, se cubrieron con tul de un metro de altura. Los
adultos de Phyllophaga obsoleta con los que se inocul6 cada tratamiento se colectaron en la
plaza de Amatenango del Valle. En este lugar se concentré un gran niimero de individuos
de la especie debido a la excelente iluminacién que atrae a los escarabajos de este tipo. A

continuacion se describe en que consiste cada uno de los tratamientos y el testigo.
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Composta: A cada maceta se le inocularon 2 parejas de Phyllophaga obsoleta. Al suelo se
le adicionaron 2 kg de composta, cuyo efecto se esperaba que fuera el fomentar la
tolerancia del maiz al ataque de P. obsoleta. La composta utilizada fue procesada con

desechos orgdnicos de cocina, rastrojo y estiéreol.

Hongo: A las macetas pertenecientes a este tratamiento se les inocularon dos parejas de
Phyllophaga obsoleta contaminadas con las esporas del hongo Beauveria bassiana
mediante la técnica utilizada por Cruz-Lépez (1999), denominada prueba maxima. Esta
técnica consistié en introducir cada pareja en un frasco con esporas del hongo y agitar
suavemente para que estas se adieran a los escarabajos. Mediante este procedimiento se
pretendia que el hongo fuera trasmitido a la descendencia ocasionando la muerte de larvas
de P. obsoleta y asi minimizar el dafio causado a la plantula. El hongo consistié en 2 kg de
conidios (deshidratados) con sustrato de arroz. El resultado de [a prueba de viabilidad hecha

por la institucion cooperante fue de 1.88 x 107 conidios/gr.

Suelo: Cada maceta de este tratamiento se inoculd con dos parejas de Phyllophaga
obsoleta. No se aplicé ninguin tipo de alternativa de manejo, sin embargo, se control6 la
entrada de competidores y depredadores de la misma manera que en los tratamientos con
materia orgdnica y composta (mediante el tul). Se esperaba que su descendencia se
desarrollara normalmente por lo que este tratamiento funcioné de testigo para los analisis
de las larvas ya que fue el punto referencia de la variaciéon genética en la poblacion

sometida al hongo y a la composta.

Testigo: No se implemento ningun tipo de manejo. A diferencia de los tratamientos
anteriores a estas macetas no se les inocularon las parejas de Phyllophaga obsoleta y no se
controld la entrada de depredadores y/o competidores que pudieron ingresar por la parte
aérea (no se coloco la malla de tul). El propdsito de este tratamiento fue permitir la puesta
de huevos normal de cualquier especie del complejo gallina ciega como normalmente
sucede y proporcionar condiciones mas parecidas a las que normalmente esta sometida la
planta de maiz y asi evaluar el posible efecto del disefio experimental sobre el crecimiento

de estas.
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Las parcelas fueron visitadas cada quince dias durante siete meses. En cada visita se
registro el crecimiento del maiz, se restauraron las unidades experimentales dafiadas y
proporciono alimento a los escarabajos utilizados. Al finalizar la emergencia de escarabajos
adultos se retir6 el tul para darle mayor libertad al crecimiento del maiz. Al finalizar el
experimento cada planta fue retirada y se colectaron las larvas presentes en cada cilindro,

las cuales se conservaron a —70°C para realizar los andlisis electroforéticos.
Mortalidad de adultos y huevos en laberatorio

Se colectaron 30 parejas de Phyllophaga obsoleta de las distintas localidades. Cada pareja
se introdujo en un vaso de plastico con tierra para transportarla al laboratorio. Se
seleccionaron al azar diez parejas para inocularlas con el hongo Beauveria bassiana. Cada
tres o cuatro dias se revisaron las pareja para registrar cuando y cuantos huevos ponian las
hembras y el dia en el que cada individuo adulto muri6. Las parejas se alimentaron
introduciendo en el vaso follaje nuevo de encino. Los huevos fueron separados de sus
progenitores y se colocaron en suelo humedo para registrar el nimero de huevos que
pasaron al primer estadio larval. Durante el experimento se humedeci6 el suelo con 3 a 5 ml

de agua dependiendo del estado de humedad del mismo.

Genética de adultos

Para analizar la diversidad y estructura genética de adultos en Amatenango del Valle se
colectaron adultos de ambos sexos de Phyllophaga obsoleta en las localidades de Aljo, Los
Olivos, San Nicolas y Amatenango del Valle. Las capturas se realizaron en las cercanias de
cada parcela experimental con trampas de luz y lampareo sobre la vegetacion circundante.
En el parque de Amatenango del Valles, en la parcela de San Nicolds y en Los Olivos se
colectaron los individuos que fueron atraidos por el alumbrado pablico més cercano (de
manera exclusiva en Amatenango y como auxiliar en las otras dos parcelas). Los adultos
capturados en su medio natural fueron almacenados a —70°C. Las hembras y machos de P.

obsoleta fueron analizados genéticamente por separado.
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Anailisis genéticos de larvas y adultos

La descripcion de la diversidad y estructura genética se realizo utilizando allo/iso-enzimas
como marcadores genéticos y reveladas mediante la técnica de electroforesis. La
electroforesis se basa en la migracién de particulas cargadas bajo la influencia de la
corriente eléctrica. Las enzimas son proteinas cuya carga neta estd dada por el pH del
sistema en que se mueven. Las que difieren en su carga eléctrica migran a velocidades
diferentes en un mismo campo eléctrico, por ende, difieren en al menos un aminoacido, los
cuales confieren la carga eléctrica. Ya que las secuencia de aminoacidos de cada enzima
esta controlada por genes y/o alelos diferentes es posible analizar la estructura genética de

cualquier poblacién (Hartl y Clark 1997).

Las allo/iso-enzimas tienen la ventaja de que son codominantes y el heterocigoto puede ser
facilmente reconocido. Esto permite establecer de manera sencilla la relacién entre la
frecuencia de genotipos observados y esperados bajo condicion de equilibrio de Hardy-
Weinberg (Richardson ez al. 1986). El principio de Hardy-Weinberg (EHW) sefiala que una
poblacién se mantiene en equilibrio, es decir, sin cambios en sus frecuencias genotipicas y
alélicas, siempre y cuando no exista migracion, seleccidn, mutacion y deriva génica que

actiien sobre la misma (Roderick 1996, Hartl y Clark 1997, Eguiarte 1999).

Se trat6 de revelar tanto para adultos (hembras y machos) como para larvas al menos 15
enzimas. Los mejores resultados se obtuvieron mediante corrimientos electroforéticos en
acetato de celulosa de allo/iso-enzimas con los loci enzimaticos Glutamato-Oxaloacetato
Transaminasa (GOT), Enzima Malica (EM) y Esterasa (EST). Las enzimas, EM, y EST
corrieron en el sistema Tris-Maleato pH 7.8 durante, 60 y 40 minutos respectivamente,
mientras que la enzima GOT se corri6 en un sistema de Fosfatos pH 7 durante 60 minutos.
El resto de las enzimas no fueron tomadas en cuenta debido a que mostraban mala
resolucion o no se revelaron exitosamente. La extraccion de las enzimas se efectud
macerando cada organismo con 200 p del amortiguador de extraccion. Los detalles del
procedimiento de tincién, las condiciones de corrimiento y la preparacién de reactivos y

soluciones amortiguadoras pueden consultarse en el Apéndice 2.
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Analisis estadisticos

Crecimiento del maiz y sobrevivencia de larvas en campo.

Para evaluar el desarrollo del maiz se obtuvo la tasa del crecimiento final por medio de la
formula r = [ In (M>-M,)] /d. Donde M, = medida final, M; medida inicial y d = dias
transcurridos entre cada medicién (Wilson y Tilman 1991). Se construyé una curva de
crecimiento del maiz por tratamiento y por localidad, utilizando la férmula antes descrita y
considerando cada periodo de evaluacion (cada quince dias). Por medio del programa JMP
(SAS Institute 1995) se efectuaron los analisis de varianza de la tasa promedio del
crecimiento y de el nimero de larvas sobrevivientes para observar si existieron diferencias
significativas entre tratamientos en cada localidad y otro analisis considerando la
interaccién tratamiento/localidad. Asimismo, se obtuvo la chi cuadrada (x*) para mostrar si

el nimero de larvas encontradas en cada localidad es dependiente del tratamiento.

Genética de larvas y adultos.

Los datos obtenidos de los corrimiento genéticos fueron analizados en el programa Tools
for Population Genetics Analysis (TFPGA Miller 1997) para estimar la heterocigosidad,
polimorfismo, equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW), el grado de diferenciacion genética y
la distancia genética de las poblaciones de Phyllophaga obsoleta estudiadas. La
heterocigosidad por locus se realizd por conteo directo. Se consideré6 como locus
polimoérfico a todo aquel cuyo alelo mas comun tuviera una frecuencia menor a 0.95. La
estimacion de EHW permitio inferir la ocurrencia de factores ecologicos y evolutivos que
modifican las frecuencias genotipicas y alélicas. El grado de similitud entre las poblaciones
se calculd realizando una matriz de distancia genética de Nei (1978) con la cual se realizd
un andlisis de agrupacion por UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic
Mean; Miller 1997). Se obtuvieron los estadisticos Fir (indica si hay exceso de
heterocigotos u homocigotos por lo menos en alguna poblacion) Fis (indica si hay exceso
de heterocigotos u homocigotos en el total de las poblaciones) y Fsy (determina el grado de
diferenciacion genética entre las poblaciones). Cuando los valores de Fis y Fir son negativos
muestran un exceso de heterocigotos y si estos son positivos muestran un exceso de

homocigotos. Los valores de Fgy de 0 a 0.05 se interpretan como poca diferenciacion
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genética, entre 0.05 a 0.015 la diferenciacion es moderada y de 0.015 a 0.25 la

diferenciacion es fuerte (Hartl y Clark 1997). Para las frecuencias alélicas se obtuvieron los

1o ’(}7, t A+ 2pi2)
— &4 _—
errores estandar (E.E.) mediante la formula 2N ,donde p;, es la frecuencia

del alelo en cuestién; F;, es la frecuencia de homocigotos observados para el alelo i, y

i
Nes el nimero de individuos analizados. Los E.E. se suman y restan a su respectiva

frecuencia alélica para obtener los intervalos de confianza al 95% (Hedrick 2000).
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RESULTADOS

Crecimiento del maiz

En Aljé6 la tasa de crecimiento més alta se observd en el tratamiento con composta, mientras
que en Los Olivos y San Nicolas se encontrd en los testigos (Figura 6). El andlisis de
varianza mostro que las diferencias en crecimiento fueron estadisticamente significativas

entre tratamiento y entre localidades (Cuadro 1).

La tasas de mayor crecimiento se observé en los tratamientos con composta en la
evaluacion hecha en mayo-junio en todas las localidades (Figura 7). La tasa de crecimiento
mas baja se observé de mediados de agosto a principios de septiembre en las localidades de

Alj6 y San Nicolas mientras que en Los Olivos fue a mediados y finales de julio (Figura 7).

0. mComposta Hongo ESuelo O Testigo

0.025
0.02
0.015
0.01

Altura (cm)

0.005

Aljo San Nicolas Los Olivos

Figura 6. Tasa de crecimiento final del maiz en tres localidades del municipio de Amatenango del Valle,
Chiapas. La tasa de crecimiento se estimd mediante la formula 7= /In(M2/M1) id. Donde M1= medicion inicial,

M?2= medicién final y d = dias transcurridos entre cada medicion.

Cuadro 1. Andlisis de varianza de la tasa de crecimiento final del maiz (GL. grados de libertad, SC. suma de

cuadrados).

GL. led F P
LOCALIDAD 2 0.00060979 30.757 <.0001
TRATAMIENTOS 3 0.00014546 4831 0.0028
LOCALIDAD *TRATAMIENTOS 6 0.00015699 2.639 0.0181
ERROR 164 0.00161581
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Figura 7. Curvas de crecimiento del maiz en tres localidades del municipio de Amatenango del Valle, Chiapas.

__La_tasa_de_crecimiento_en_cada_tiempo._de-evaluacién-se-calculd-mediante-la-formula-T=-/In(M2/M1) d. Donde

M1= medicion inicial, M2= medicién final y d = dias transcurridos entre cada medicién.
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Mortalidad de adultos y huevos en laboratorio

Se encontraron un total de 69 huevos pertenecientes a solo 8 de 30 parejas que se
observaron en laboratorio. De los 69 huevos, 12 fueron de dos parejas inoculadas con el
hongo y ninguno paso al estadio larval. De los 57 huevos restantes nacieron 22 larvas en el
transcurso de 15 dias, lo que representd el 55% de sobrevivencia. Se observo que las
hembras realizan varias puestas, una grande (10 a 20 huevos ) y varias pequefias (1 a 3
huevos). Algunas hembras s6lo depositaron 1 huevo. Una pareja inoculada con el hongo
deposito 11 huevos, pero no se encontraron en la siguiente revision. Los huevos de parejas
infectadas con hongo murieron en el trascurso de 7 dias mientras que los huevos de parejas
no infectadas murieron en el trascurso de 15 dias. Todos los adultos inoculados por el
hongo murieron a los 10 dias y los libres de hongo llegaron a vivir hasta 21 dias. Los
machos inoculados por el hongo murieron en el plazo de 5 dias, en contraste las hembras
murieron a los 10 dias. Los hembras no inoculados murieron 7 dias antes que los machos no

inoculadas.

Sobrevivencia de larvas en campo

No se encontraron larvas de Phyllophaga obsoleta en las macetas del tratamiento testigo de
ninguna localidad. En el resto de los tratamientos se registraron un total 109 larvas. El
mayor nimero de larvas se encontrd en la localidad de Los Olivos (78). Se encontraron 41,
40, y 28 larvas en los tratamientos hongo, suelo y composta respectivamente conjuntado las
tres localidades. En Aljé el mayor niimero de larvas se encontré en el tratamiento con
composta (13). En San Nicolds se encontraron larvas en los tratamiento de composta y
suelo (6 y 5). En Los Olivos el tratamiento con hongo, con 32 larvas, presenté la mayor

namero de larvas (Cuadro 2, Figura 8).

Cuadro 2. Namero total de larvas encontradas en los tratamientos de cada localidad.

COMPOSTA HONGO SUELO TOTAL

“Aljo 13 4 3 20
San Nicolas 6 0 5 11
Los Olivos 9 37 32 78
Total 28 41 40 109
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Figura 8. Nimero de larvas promedio en cada cilindro, por localidad y por tratamiento.

El anélisis de varianza mostrd diferencias significativas en el niimero promedio de larvas
entre los tratamientos, entre las localidades y la interaccion de tratamientos y localidades
(Cuadro 3). Consistentemente la prueba de x> mostré que el nimero de larvas se asocia con
la localidad y con el tratamiento. Este mismo analisis () aplicado para los datos obtenidos
en cada localidad detect6 que en Alj6 y San Nicolas el nimero de larvas fue independiente

del tratamiento, cosa contraria sucede en la localidad de Los Olivos (Cuadro 4).

Cuadro 3. Andlisis de varianza sobre el nimero de larvas encontrados por tratamiento por localidad

GL. sC F P
LOCALIDAD 2 0.004 7.407 <0.0001
TRATAMIENTOS 3 .002 2.660 0.049
LOCALIDAD*TRATAMIENTOS 6 0.004 2739 0.014
ERROR 164 0.040

Cuadro 4. Analisis de xz . General (analisis del nimero de larvas entre tratamiento y localidad). Alj6, San

Nicolds y Los Olivos (analisis del nimero de larvas por localidad).

GL X P
General 6 325 1.40x 10°
ALJO 3 6.50 0.089
SAN NICOLAS 3 6.66 0.083
LOS OLIVOS 3 173 0.008
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Genética de larvas

Se analizaron las larvas encontradas en cada tratamiento y se revelaron exitosamente los
loci EST, GOT-1, GOT-2, EM-1 y EM-2. El locus EST presentd tres alelos para la
poblacion superviviente de larvas de Phyllophaga obsoleta. A pesar de que en la poblacién
de origen (adultos de Amatenango) s6lo se registré un alelo para el locus EM-1, en las
larvas se registraron dos alelos para este locus. El Locus GOT-2 present6 dos alelos en la
poblacion de Los Olivos y en el tratamiento con hongo, mientras que en el resto este locus
presento un alelo. En general se observé una mayor frecuencia del alelo rdpido en todos los
loci (alelo 3 para EST y alelo 2 para el resto de los loci). Para el locus EM-2 la frecuencia

entre alelos fueron semejante (Cuadro 5).

Los marcadores genéticos que mostraron diferencias genéticas entre las poblaciones de
adultos de Amatenango y larvas al considerar los intervalos de confianza al 95 % fueron
EST y EM-1. También se observo que difieren las frecuencias alélicas de estos mismo loci
entre los adultos y los tratamientos suelo y composta. Los tratamientos composta y hongo
difieren en los loci EST, GOT-1, GOT-2 y EM-1. Los tratamientos hongo y suelo difieren
en EST y GOT-1, mientras que entre composta y hongo solo difieren GOT 1. Sélo GOT-1
difiere al hacer cualquier comparacion entre tratamientos. Todas las comparaciones entre
localidades difieren en EST. Al comparar los Olivos con San Nicolas y Alj6 todos los
marcadores difieren, mientras, que entre Aljé y San Nicolds sélo la EST es diferente

(Cuadro 5). —

El polimorfismo promedio para los tratamientos es de 66.6% mientras que para las
localidades es de 73.3%. El mayor polimorfismo (80%) fue registrado en las localidades de
Alj6 y San Nicolas y en el tratamiento de composta (sin considerar las loéalidades). La
heterocigosidad varia de 0.28 para las larvas de Aljo hasta los 0.318 para las larvas del

tratamiento hongo (Cuadro 6).
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Cuadro 5. Frecuencias alélicas t E.E. (error estandar para obtener los intervalo de confianza al 95 %) de cinco loci de los adultos de Phyllophaga obsoleta
capturados en Amatenango del Valle (poblacién de origen de los padres de las larvas ) y de las poblaciones de larvas de la misma especie sobrevivientes

por localidad y por tratamiento.

TRATAMIENTOS LOCALIDAD
Locus Alelo Adulto E.E. Larvas E.E. Composta E.E. Hongo E.E. Suelo EE. Aljo E.E. San Nicolas E.E. Los Olivos E.E.
Est 1 0.228 4 0.033 025¢ % 0.031 0.352 + 0.068 0.164 + 0.038 0.032 1+ 0.042 0.15 + 0.051 0.454 + 012 0.274 + 0.036
2 0456 + 0.037 0.328 t 0.035 0.278 + 0.071 0.346 t 0.058 0.342 t 0.056 0.25 + 0.083 0.318 + 0.097 0.349 + 0.042
3 0.316 + 0.038 0366 £ 0.039 0.37 + 0.081 0.487 <+ 0.059 0.342 t 0.059 0.6 + 0.091 0.227 + 0.099 0.377 + 0.043
Got-1 1 0.04 + 0.023 0.042 £ 0.017 0.107 + 0.053 0.026 + 0.018 0.013 + 0.013 0.075 t 0.04 0.227 + 0.118 0.007 + 0.007
2 0.96 ¢+ 0.023 0958 £ 0.016 0.893 + 0.053 0.974 <+ 0.018 0.987 +t 0.013 0.925 + 0.04 0.773 + 0.118 0.993 + 0.007
Got-2 1 006 £ 0027 0.031 + 0.014 0 t ] 0.026 £ 0.025 0 E 0 o] + 0 o] ] 0 0.013 + 0.013
2 0.94 + 0.028 0969 % 0.02 1 H 0 0.974 t 0.026 1 F 0 1 t 0 1 + 0 0.986 + 0.014
Em-1 1 Y] H 0 0.093 + 0.034 0.25 + 0.082 0.103 t 0.049 0.158 <+ 0.059 035 t 0.107 0.273 + 0.134 0.095 + 0.034
2 1 E 0 0.907 ¢+ 0.022 0.75 + 0.082 0.897 + 0.049 0.842 <+ 0.059 0.65 t 0.107 0.727 + 0.134 0.905 + 0.034
Em-2 1 0.475 % Q.015 047 t 0.012 0.446 + 0.029 0474 + 0.018 0474 t 0.018 0.452 t 0.033 0.409 + 0.058 0.486 + 0.01
2 0.525 + 0.015 0.53 + 0.013 0.554 + 0.029 0.526 + 0.018 0.526 + 0.018 0.575 + 0.04 0.513 + 0.088 0.513 + 0.01
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Cuadro 6. Heterocigosidad y polimorfismo en Ia poblacién de adultos de Phyllophaga obsoleta capturados en
Amatenango del Valle y de las poblaciones de las larvas de la misma especie sobrevivientes por localidad y
por tratamiento.

Heterocigosidad  Heteoicigosidad  Polimorfismo
Observada Esperada
Adultos 0.294 0.267 60
Larvas 0.307 0.308 60
Tratamientos
Composta 0.281 0.351 80
Hongo 0.318 0.283 60
Suelo 0.316 0.295 60
Localidad
Aljo 0.280 0.336 80
San Nicolas 0.291 0.382 80
Los Olivos 0.318 0.276 60

El anilisis de Hardy-Weinberg, con estadistico de ¥°, mostré que en los tratamiento suelo
y hongo los loci EST y GOT-1 se encuentran en EHW. (Cuadro 7). El estadistico Fyrindica
poca diferenciacion de larvas de Phyllophaga obsoleta por tratamiento y moderada
diferenciacion para los loci EST, GOT-2 Y EM-2 cuando las larvas son analizadas por
localidad. Los estadisticos Fjr (para el total de larvas) y Fis (para alguna poblacion)
muestran, en los tratamientos, un exceso de heterocigotos para los loci EST, GOT-1, GOT-
2 y EM-1. Cuando las larvas son conjuntadas por localidad, el estadistico F;r (para el total
de larvas) muestran un exceso de heterocigotos en los loci EST, GOT-1 y GOT-2, vy el
estadistico Fis (para alguna poblacién) muestran un exceso de heterocigotos para los loci
EST, GOT-1, GOT-2 y EM-1. Se encontrd un exceso de homocigotos en el locus EM-2 sin

importar su agrupacién (Cuadro 8).

Cuadro 7. Analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg por locus para los adultos de Phyllophaga obsoleta

capturados en Amatenango del Valle y para las larvas de la misma especie sobrevivientes por tratamientos.

Adultos Larvas Composta Hongo Suelo

P ¥ P 5 P 5 P 5 P ¥
EST 0.004 13.389 0.064 7.254 0.026 9.250 0.428 2770 0.734 1.280
GOT-1 <0.001 75000 <0.001 18484 0.001 10.996 0.869 0.027 0.935 0.007
GOT-2 <0.001 58317 <0.001 105.00 X X <0.001 39.000 X X
EM-1 X X <0.001 105.00 <0.001 28.000 <0.001 39.000 <0.001 38.000
EM-2 <0.001 58.432 <0.001 80.391 <0.001 18210 <0.001 31.761 <0.001 30.780
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Cuadro 8. Estadisticos F's por loci para la poblacién del larvas Phyllophaga obsoleta sobrevivientes por
tratamiento y localidad.

TRATAMIENTO LOCALIDAD
LOCUS ~ Fir Fsr Fis Fir Fst Fis
EST -0.121 0.005 -0.127 -0.083 0.065 -0.159
GOT-1 -0.025 0.006 -0.030 -0.002 0.045 -0.049
GOT-2 -0.012 0.008 -0.020 0.015 0.055 -0.042
EM-1 -0.217 0.007 -0.226 -0.196 0.036 -0241
EM-2 0.418 0.011 0.412 0.044 0.076 0.3%4

Promedio -0.034 0.007 -0.043 -0.006  0.047  -0.066

El analisis de distancia genética muestra que las larvas de Phyllophaga obsoleta de
composta y suelo tienen una diferenciacion genética de cero mientras que la distancia
genética de las larvas del tratamiento con el hongo con respecto a las dos anteriores es de
0.0049. Asimismo, la poblacién adulta de P. obsoleta de Amatenango del Valle (poblacion
de origen de los padres de las larvas) tiene una diferenciacion de 0.0111 respecto a las

larvas sobrevivientes a cada tratamiento (Figura 9).

L 1 1
! L |
0.020 0.010 0.000

I Composta

Suelo

Hongo

Adultos

Figura 9: Distancia genética de las larvas sobrevivientes por tratamiento considerando los adultos de la
localidad Amatenango del Valle.
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Genética de adultos

Se analizaron 242 adultos de Phyllophaga obsoleta. Para la localidad de Amatenango se
analizaron 50 hembras y 30 machos, para Alj6 27 hembras y 30 machos, para San Nicolds
30 hembras y 25 machos y para Los Olivos 24 hembras y 26 machos. Se revelaron
exitosamente cinco loci EST, GOT-1, GOT-2, EM-1 y EM-2. A nivel de toda la poblacién
(machos y hembras juntos) el locus EST presento tres alelos en todas la poblaciones. El
locus GOT-1 registré tres alelos en San Nicolas y Los Olivos, en Amatenango y Aljo solo
dos (alelos 1 y 2). Los loci GOT-2 y EM-2 presentaron los alelos 1 y 2 en todas
poblaciénes. La EM-1 presento los alelos 1 y 2 en las poblaciones de Alj6, San Nicolas y
Los Olivos, pero el aleo 2 de este mismo locus se encontré fijo en Amatenango. Para las
hembras de las poblaciones de San Nicolas y Los Olivos se registraron 3 alelos del locus
GOT-1, sélo se encontraron los alelos 1 y 2 en Amatenango y Alj6. En machos dé la
poblacion de Aljo el alelo 2 del locus GOT-1 se encontré fijo, y en el resto de las
poblaciones de machos se registraron los alelos 1 y 2. Asimismo, se encontr6 fijo en los las
hembras de san Nicolas el alelo 2 del locus GOT-2. También el alelo 2 del locus EM-1 se
encontré fijo en machos y hembras de Amatenango, para hembras de Aljé y de San
Nicolas, y para machos de Los Olivos. Se observo una mayor frecuencia del alelo 2 en la
mayoria de los loci, excepto en Los Olivos donde la frecuencia de los dos alelos es la

misma y en los machos de Amatenango donde el alelo 1 es'el mas frecuente (Cuadro 9).

Los marcadores genéticos que mostraron diferencias en las frecuencias alélicas entre
machos y hembras de San Nicolas, al comparar sus intervalos de confianza con 95 %,
fueron EST, GOT-1 y GOT-2. En la poblaciones de Amatenango sélo el marcador EM-2
fue diferente entre machos y hembras. En Los Olivos, machos y hembras difieren para EM-
1 y para GOT-1, puesto que los machos no exhibieron el alelo 3 del locus GOT-1. Al
realizar la comparacion entre localidades se encontré que en Amatenango con Los Olivos
(EST y EM-1) y Alj6é con San Nicolas (EST y GOT-1) son los que presentan un menor
namero de loci que difieren significativamente. Todas las demas comparaciones difieren en
tres loci. Asimismo, las hembra de las localidades de Amatenango y Aljo solo difieren en la

EM-1 y los de Amatenango y San Nicolas difieren en los marcadores EST, GOT-1, GOT-2
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y EM-2. Las localidades de machos con menor niimero de marcadores que difieren entre si
son Amatenango y San Nicolas (GOT-1) y las localidades que difieren en mas marcadores

es Alj6 y San Nicolas (GOT-1, GOT-2, EM.1 y EM-2) (Cuadro 9).

Para hembras el polimorfismo mayor se registré en Los Olivos (80%) mientras que el
menor fue en Amatenango (40%). Para machos y para la poblacion total (hembras y
machos ) el mayor polimorfismo se registro en San Nicolés (80 %), mientras que el menor
de 40% fue en Alj6. El polimorfismo promedio para los adultos de Phyllophaga obsoleta
fue de 60%. La heterocigosidad varié de 0.251 (machos de Amatenango) hasta 0.32

(hembras de Amatenango; Cuadro 10).

El analisis de Hardy-Weinberg mostré que sélo la poblacién de Phyllophaga obsoleta de
Aljé esta en equilibrio para el locus EST (Cuadro 11). El estadistico Fsr muestra poca
diferenciacion de las poblaciones analizadas de Phyllophaga obsoleta en machos y
hembras. Los estadisticos Fr (para el total de adultos) y Fys (para cada poblacion) sefialan
que las hembras analizadas tienen exceso homocigotos en el locus EM-2 y exceso de
heterocigotos en los loci EST, GOT-1, GOT-2 y EM-1. Los machos muestran exceso de
heterocigotos en los loci GOT-1, GOT-2 y EST, y exceso de homocigotos en los loci EM-1
y EM-2 (Cuadro 12).

El analisis de distancia genética en cada una de las poblaciones completaé (hembras y
machos) reveld que los adultos de Phyllophaga obsoleta de las localidades de Amatenango
y Los Olivos se encuentran estrechamente relacionadas con una distancia genética de
0.0001, es decir con muy poca o practicamente nula diferenciacion. La poblacién de Aljo
tiene una menor relacion con las anteriores comunidades (0.0014). San Nicolas presenta
una distancia genética de 0.0050 respecto a las otras poblaciones. Las hembras muestra una
patron entre poblaciones similar, sin embargo las distancias genéticas resultantes son de
0.0000, 0.0019 y 0.0128 entre Amatenango/Los Olivos, Amatenango- Los Olivos/Alj6 y
estas tres con San Nicolés respectivamente. Al medir la distancia genética entre machos se
obtuvo que las comunidades de Amatenango, San Nicolds y Los Olivos no presentan
diferenciacién alguna (0.0000) mientras que Aljé present6 una diferenciacion genética de

0.0022 con respecto a las tres localidades (Figura 10)
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Cuadro 9: Frecuencias alélicas + E.E. (error estandar para obtener los intervalo de confianza al 95 %) de cinco loci enzimaticos de cuatro poblaciones de

adultos de Phyllophaga obsoleta del municipio de Amatenango del Valle, Chiapas, México. Cada poblacién fue analizada por sexo separados y como una

sola poblacién.

Alelo

= W N a2 w N

N =2 N 2N

AVATENANGO ALIO SAN NICOLAS LOSOLMVOS

Pob EE Hem EE Mach EE Pob EE Hem EE Mach EE Pob EE Hem EE Mach EE Pob EE Hem EE Mch EE
0228 + 0033 023 + 0035 0232 £ 0.067 0317 £ 0049 0283 + 0065 035 = 0071 035 + 0048 0431 + 0068 0283 + 0065 025 + 0043 0208 + 0058 0283 + 0.061
045 + 0037 045 + 0059 0482 + 0075 0408 + 0053 0471 + 0066 04 £ 0076 0483 + 0051 0517 + 0071 045 + 0072 0509 + 0056 0542 + 0083 048 + 0.076
0316 + 0038 032 + 0044 0286 % 0071 0475 + 0037 03 £ 0061 025 = 007 0161 + 0037 0052 + 0028 0167 + 0059 0241 £ 0047 025 + 0066 0233 + 0.065
004 + 0023 0044 + 0031 0034 + 0033 0013 £ 0016 0033 £ 0033 0 £ O 0149 £ 0043 0111 + 0048 0183 + 006¢ 0102 + 0038 0063 + 0045 0133 + 005
0.96 0023 0.95% 003 0965 0034 0953 003¢ 0867 0033 1 0 0186 0071 0815 0075 0817 0.089 088 0041 08% 005 0876 0.054
—t = —f - — 1t — —_t -~ — % — — & — 0035 + 0024 0074 + 005 — % — 0018 + 0018 0.042 + 0041 — & —
006 + 0027 0.044 £+ 0031 0086 + 0048 0033 + 0021 005 + 0036 0017 £ 0017 0053 003 0 + O 01 + 0055 0037 + 0026 0042 + 0041 0033 + 0033
094 + 0028 095 + 003 0914 + 0054 0957 + 0032 095 + 0043 0983 + 0029 0947+ 003 1 * O 09 + 0055 0983 + 0026 0858 + 0041 0967 + 0033
0 ¢ 0 0 O 0 ¢ 0 00177 £+ 0017 0 + O 0034 + 0034 0017+ 0017 0033 +0033 0 = O 0038 + 0.026 0083 + 0.05% 0 + ©
1 = 0 1 ¢ 0 1 ¢ 0 0883+ 0017 1 + 0 0865 £ 0034 0983 0017 0967 + 0033 1 £ 0 0952 + 0.026 0917 + 0.0% 1 = O
0475 + 0015 051 + 001 0414 £ 0.034 0421 £ 00Z7 037 = 005 0467 + 0023 0418 £ 0028 045 + 0036 038 1 0043 05 ¢+ 0 05 £+ 0 05 + ©
0525 + 0015 049 + 001 0586 + 0033 0579 + 0024 063 % 0042 0533 + 0023 0582 + 0028 055 + 0036 062 1 0043 05 + 0 05 + 0 05 + O
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Cuadro 10: Heterocigosidad y polimorfismo de cuatro poblaciones adultas de Phyllophaga obsoleta colectadas
en el municipio de Amatenango del Valle, Chiapas, México. Cada poblacién fue anaiizada por sexo separados
y como una sola poblacion.

Poblacién Heterocigosidad Heterocigosidad Polimorfismo
Sexo observada esperada

Amatenango 0.294 0.267 60
Hembras 0.320 0.265 40
Machos 0.251 0.273 60

Aljé 0.263 0.257 40
Hembras 0.261 0.261 60
Machos 0.260 0.254 40

San Nicolas 0.262 0.312 80
Hembras 0.263 0.289 60
Machos 0.259 0.325 80

Los Olivos 0.304 0.299 60
Hembras 0.311 0.308 80
Machos 0.300 0.290 60

Cuadro 11. Analisis del equilibrio de Hardy-Weinberg por locus para las cuatro poblaciones de adultos de
Phyllophaga obsoleta colectadas en el municipio de Amatenango del Valle, Chiapas, México.

Amatengo San Nicolas Aljé Los Olivos

P Y’ P X P ¥’ P ¥
EST 0.004 13.389 0.003 14.036 0.209 4.535 0.025 9.386
GOT-2 <0.001 75.000 <0.001 60.000 <0.001106.344 <0.001 80.135
GOT-2 <0.001 58.317 0.002 13.983 <0.001 57.000 <0.001 54.000
EM-1 X X . <0.001 59.000 <0.001 57.000 <0.001 53.000
EM-2 < 0.001 58432 <0.001 30.149 <0.001 22.182 <0.001 50.000

Cuadro 12. Estadisticos F’s de cuatro poblaciones adultas de Phyllophaga obsoleta colectadas en el municipio
de Amatenango del Valle, Chiapas, México. Cada poblacién fue analizada por sexos separados y como una
sola poblacion.

Fir Fsr Fis

LOCUS Paob H M Pab H M Pob H M

EST -0.184 -0.188 -0.173 0.011 0.012 0.017 -0.197 -0.202 -0.193
GOT-1 -0.101 -0.159 -0.035 0.004 0.019 -0.006 -0.105 -0.181 -0.029
GOT-2 -0.045 -0.083 -0.000 0.010 0.020 0.002 -0.055 -0.105 -0.002
EM-1 -0.011 -0.070 0.054 0.009 0.018 0.002 -0.020. -0.089 0.053
EM-2 0.446  0.383 0.530 0.010 0.021 -0.001 0.440 0.370 0.051
Promedio -0.025 -0.083 0.042 0.007 0.019 -0.002 -0.034 0.048

-0.108
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Figura 10: Distancia genética de las cuatro poblaciones de adultos de Phyllophaga obsoleta. 1. Poblacién total

(machos y hembras), 2. Poblacién de hembras, 3. Poblacién de Machos.
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DISCUSION

Crecimiento del maiz

El andlisis de varianza mostré que las diferencias en crecimiento fueron estadisticamente
distintas entre tratamiento y entre localidades. Asi, El mayor crecimiento entre las
localidades se presentd en Los Olivos y el mayor crecimiento entre tratamientos se dio en
los testigos de San Nicolas y Los Olivos(Figura 6). El mayor crecimiento en Los Olivos
pudo deberse a su mayor cantidad de materia organica (Los Olivos; 8.4%, San Nicolas;
6.9% y Aljo 4.4%) o a la falta de lluvias en la region (una planta de maiz requiere de 160 a
200 litros de agua para su desarrollo; Curtis ef al. 2000), que afecto en mayor medida a San
Nicolas y a Aljo, ya que en Los Olivos se observd una mayor humedad causada por la
precipitacion horizontal (condensacion del agua de la neblina sobre la vegetacion). Sin
embargo, esto no es consistente con el rendimiento menor del tratamiento composta y
hongo en las localidades de San Nicolds y Los Olivos respecto a sus testigos.
Probablemente, lo anterior se deba a que en los testigos no se encontraron larvas y el maiz
no pudo ser afectados por las mismas, pero el bajo nimero de larvas encontradas en los
tratamientos (composta, hongo y suelo; Figura 8 ) no permite mostrar si estas tuvieron una
influencia importante en el desarrollo del maiz También influyo que el testigo no se cubrid
con tul, ya que este afecta la retencién superficial del agua y la captacion de luz para la

fotosintesis.

La tasa de crecimiento final del maiz del tratamiento composta fue mayor que en los
tratamientos de hongo y suelo en las tres localidades. La tasa de los tratamientos hongo y
suelo fueron muy similares en todas las localidades (Figura 6). Esto indica que la composta
proporciona nutrimentos a la planta aumentando el rendimiento de las plantulas. Al
observar las Figura 7 es evidente que existe un crecimiento acelerado en las primeras etapas
de desarrollo y que es favorecido por la adicion de composta, pero al seguir las curvas de
las tasas de crecimiento no se aprecian grandes diferencias entre cada tratamiento. Asi,
aunque dos testigos tuvieron la mayor tasa de crecimiento final la composta tuvo un efecto

importante en la primera etapa de desarrollo del maiz .
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Sobrevivencia de larvas (mortalidad en laboratorio, sobrevivencia en campo y’

genética)

El nimero promedio de larvas entre tratamientos fueron estadisticamente diferentes dentro
y entre localidades. Sin embargo, el bajo nimero de larvas no permite mostrar si el hongo
tuvo el efecto esperado en su mortalidad. Ademas, la sobrevivencia de larva no fue
homogénea entre tratamientos ni entre localidades, lo que indica que la mortalidad de las
larvas estuvo asoctada a factores distintos a los que se consideraron en el presente
estudio(Cuadros 2, 3, y 4). Es probable que la baja frecuencia de larvas se debié a que el
periodo de sequia fue lo suficientemente prolongado para producir la muerte de las larvas

que hayan eclosionado o a que las hembras murieron antes de dejar descendencia.

En Los Olivos se registré el mayor niimero de larvas sobrevivientes y el tratamiento con
hongo de esta localidad fue el que mostré mayor numero de larvas( Cuadro 2 y Figura 8).
Régnicre (1981) observo que la humedad del suelo es un caracteristica importante que
afecta la sobrevivencia y la abundancia de insectos rizofagos. King (1994) encontré que las
raices vivas y los suelos ligeramente acidos parecen ser cruciales para la sobrevivencia de
la especie durante su vida edaficola y que las hembras de Phyllophaga tienen una
preferencia notable por depositar sus huevos en suelos ricos en humus y en dreas con
gramineas. Asi, el mayor nimero de larvas en Los Olivos pudo deberse a que en esta se
registro mayor precipitacion horizontal, lo que proporciono mayor humedad del suelo.
Asimismo, Los Olivos es la localidad que presenté menor pH (7.2), mayor concentracién
de materia organica (8.4%) y su suelo se cubri6 rdpidamente de hierbas rastreras, cuyas

raices, le proporcionaron alimento a las larvas.

Aunqgue no se observé en campo el patron de ntimero de larvas esperado, menor niamero de
larvas en el tratamiento hongo, no se descarta como medida de control. Las observaciones
en el laboratorio sugieren que el hongo incrementa la mortalidad de aduitos y huevos de
Phyllopahaga obsoleta. Probablemente el hongo no tuvo el efecto que se esperaba en
campo debido a que la mayor actividad del hongo (incidencia de larvas atacadas) aumenta

hacia los altimos meses del afio (octubre- noviembre), posterior al nacimiento de larvas, al
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dafio a los cultivos y a la finalizacion del experimento (Castro-Ramirez y Ramirez-Salinas
1999, Ramirez-Salinas y Castro Ramirez 2000). Por lo tanto, es posible que la aplicacion
del hongo, en una parcela determinada, tenga efecto en la abundancia de larvas de P.
obsoleta en el siguiente ciclo agricola. También es factible que el efecto se incremente si el

hongo es aplicado directamente al suelo una vez que las larvas han eclosionado.

Por otra parte, los andlisis genéticos sugieren que el hongo tuvo efecto sobre la genética de
las larvas. Si el hongo es un factor de mortalidad no aleatoria de las larvas, es decir
selectivo sobre las larvas, se esperaria (1) una reduccion en la diversidad genética (menor
heterocigosidad y polimorfismo), (2) loci en desequilibrio de HW, (3) diferenciacion entre
poblaciones, (4) diferencias en la estructura genética de hongo respecto a otros tratamientos
y la poblacién adulta de Amatenango, (5) una mayor distancia genética de las larvas del
tratamiento con hongo con respecto a los otros tratamientos (Hartl y Clark 1997, Eguiarte
1999).

La heterocigosidad esperada y el polimorfismo en las poblaciones de larvas sugiere que
hubo un efecto de los tratamientos composta y hongo sobre las larvas sobrevivientes, pero
en sentidos opuestos, ya que mientras que en la composta aumento la heterocigosidad y el
polimorfismo respecto a la poblacion adulta, el tratamiento con hongo diminuyé la
heterocigosidad. Las larvas de la poblacion del tratamiento suelo tuvieron el mismo
porcentaje de polimorfismo y valores parecidos de heterocigosidad si se comparan también
con la poblacién de adultos. Al parecer, la composta mejor6 las condiciones de cada
cilindro en el aspecto de disponibilidad de alimento (propicio el crecimiento de pequefias
raices) lo que aumentd la probabilidad de superviviencia de genotipos diferentes y por ende
el polimorfismo y de heterocigosidad aumentaron. La poblacién de larvas del tratamiento
suelo, al estar sujeto a condiciones similares que sus antecesores, selecciond los mismos
fenotipo, por lo que su diversidad genética no vario. Los hongos al actuar causaron la
muerte de las larvas susceptibles y quedaran las resistentes, actuando asi la seleccion

natural (Cuadro 6).
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Sin embargo, se encontraron dos loci en EHW en el tratamiento con hongo y suelo mientras
que en el de composta no se encontr6 ninguno (Cuadro 7) y los estadisticos F’st muestran
que existe poca diferenciacion entre los distintos tratamientos (Cuadro 8). Aun asi, las
diferencias en las frecuencias alélicas (comparadas por sus IC) muestran que las
poblaciones de larvas sobrevivientes a los tratamientos de composta y suelo son iguales,
pero existe mayor distancia genética de estas dos poblaciones con respecto a la de hongo.
Asi, aunque la poblacién de los adultos difiere en menor medida a la poblacién del
tratamiento hongo que a las otras poblaciones, es evidente que los tratamientos composta y
suelo estuvieron bajo fuerzas genéticas distintas al de la poblacion del tratamiento hongo.
Asimismo, El analisis de distancia genética es consistente con los patrones en las
diferencias en frecuencias alélicas (Figura 9). Posiblemente estas diferencias estan dadas
por los tratamientos y también por las diferencias ambientales que hay entre localidad y que
anteriormente fueron mencionadas. Resaltan principalmente las diferencias en condiciones
del tratamiento hongo y de la localidad de Los Olivos. Estos resultados apoyan la hip6tesis
de que la diferenciacion genética es promovida por los tratamientos y por las condiciones

particulares de cada localidad

Para poder conocer mas a detalle el efecto del hongo y la composta en la diversidad y
estructura genética de la especie es necesario que en futuros estudios se incorporen un
mayor nimero de loci y disefiar experimentos que permitan la colecta de un mayor niimero
de individuos. Esto evitard el sesgo que podria causar un nimero bajo de individuos
analizados con un nimero reducido de loci. También es importante disefiar experimentos
donde la mayoria de las condiciones puedan ser controladas y medidas para conocer con
mayor precision cuéles son los fendmenos que actdan sobre las mortalidad y la diversidad
genética de las larvas. Asimismo, seria interesante estudiar el efecto de interaccion
composta y hongo puesto que la combinacidn podria ser una opcidén ecoldgica y

econdmicamente aceptable.
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Genética de adultos

El nivel de diversidad genética que tienen las poblaciones de Amatenango del Valle puede
considerarse alto. El polimorfismo, estimador de diversidad genética, tuvo valores por
arriba del observado en otras especies de coledpteros. Gonzalez-Rodriguez et al. (2000)
encontré 23.3 % en Acanthoscelides obvelatus Bridwell. Asimismo, el polimorfismo
encontrado en Phyllophaga obsoleta (60%) fue similar al de las poblaciones de A. obtectus
Say (72.2%) y Chrysomela tremula Fabricius (71%) estudiadas por Gonzalez-Rodriguez et
al. (2000) y Génissel ef al. (2000). También, la heterocigosidad promedio fue relativamente
alta en las poblaciones de P. obsoleta (0.28) al compararla con la presentada en poblaciones
de A. obvelatus (0.09) estudiadas por Gonzalez-Rodriguez et al. (2000). No obstante, los
valores estuvieron cercanos al reportado para invertebrados en general (0.30; Kimura 1983;
citado por Falconer y Mackay 2001) y para especies plaga como A. obtectus y Chrysomela
tremula (0.26) estudiadas por Gonzalez-Rodriguez et al. (2000) y Génissel ez al. (2000).

Los estadisticos Fir y Fis muestran que existe un exceso de heterocigotos para las
poblaciones estudiadas (Cuadro 12). Segin Falconer y Mackay (2001) los altos niveles de
heterocigosidad promueven altos niveles de polimorfismo. Esta relacion ocurrié en las
poblaciones de Phyllophaga obsoleta. Es posible que los altos niveles de diversidad
genética de P. obsoleta se asocie con la variacion del ambiente (a nivel fisico y bidtico).
Asi mismo, segln los resultados de baja diferenciacidn genética entre poblaciones puede
existir un amplio flujo genético entre ellas. La migracion ocasiona la homogeneizacion de
las poblaciones, siempre y cuando la seleccion natural no actué en contra de los individuos
migrantes (Eguiarte 1999). Es posible que la especie, durante la bisqueda de la pareja, de
alimento y lugar donde depositar sus huevos, propicie el flujo genético entre las
poblaciones. Esto es congruente con que la mayoria de los loci se encuentran en
desequilibrio HW (Cuadro 11), lo cual quiere decir que las poblaciones de Phyllophaga
obsoleta se encuentran bajo la influencia de la migracidn, mutacion, seleccidn natural,
apareamiento no aleatorio o deriva génica (Hartl y Clark 1997). De hecho, los altos niveles
de heterocigotos indican que hay fendbmenos que actiian a su favor. Es importante que en un

futuro se establezcan la asociacion de la diversidad genética con los factores ambientales
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Sin embargo, lo anterior no explica que el loci EST en Alj6 este en EHW y tampoco
explica que en machos, la poblacion de Aljo es la Gnica que muestra distancia genética
respecto al resto (Cuadro 11 y Figura 10). Es posible que esta mayor distancia genética y el
EHW de la enzima EST en Alj6 pueden ser el producto del aislamiento geografico de la
localidad (Apéndice 1). Este aislamiento puede provocar una menor migracion entre
poblaciones teniendo por resultado una mayor tendencia a que los loci permanezcan en

EHW y una mayor distancia genética.

Es importante notar que la estructura genética difiere entre machos y hembras. Las
localidades que presentan mayor nimero de marcadores cuyas frecuencias difieren entre las
poblaciones de hembras fue Amatenango y San Nicolds, mientras que entre machos estas
poblaciones difieren e menor nimero de marcadores, como se esperaria por la cercania. En
las localidades de Amatenango y Aljé se describe un efecto similar ya que para machos se
tiene tres marcadores que difieren y en hembras solo uno. La diferenciacién resulta aun mas
evidente en el locus GOT-1 ya que el alelo mas lento no se expres6 en machos. Es posible
que los factores ecologicos y/o evolutivos no inciden de la misma manera sobre ambos

sexos y que eriel locus GOT- 1 ocurra herencia ligada al sexo (Cuadro 9).

La mala resolucién de los acetatos podria ocasionar errores al colectar los resultados. Sin
embargo, la resolucién de los acetatos fue considerada adecuada en los andlisis de este
trabajo. También, el nimero reducido de loci analizados para cada una de las poblaciones
podria sesgar los resultados por lo que es recomendable, en futuros estudios, aumentar en

numero de loci analizados y el nimero de individuos colectados.
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CONCLUSIONES

o La diferencia en el crecimiento del maiz entre localidades fue ocasionada por las
caracteristicas climéticas y edaficas, mientras que las diferencia entre tratamientos
fue ocastonada por el efecto inicial de la composta en el maiz y por el testigo.

o El bajo niimero de larvas encontradas en campo no permite mostrar si el hongo tuvo
el efecto esperado en la mortalidad de larvas, sin embargo, en laboratorio el hongo
incremento la mortalidad de larvas y adultos de Phyllophaga obsoleta.

s El hongo y la composta tuvieron diferentes efectos sobre la diversidad genética de
larvas, puesto que la aplicacion de la composta la aumentd, el hongo la redujo y el
suelo mantuvo los niveles respecto a la poblacién adulta.

e Los cambios en la estructura y diversidad genética de larvas no fueron suficientes
para que se observara una diferenciacién genética relevante.

o La diferenciacion entre las poblaciones de adultos de Phyllophaga obsoleta es baja
pero mantienen altos niveles de diversidad genética.

o Hay factores qué provocan el desequilibrio HW en la mayoria de los loci en las
cuatro localidades, estos factores actiian a favor de los heterocigotos.

¢ La poblacion de Aljé presenta algin grado de aislamiento, puesto que sus machos
fueron los tnicos que mostraron diferenciaciéon genética respecto a las otras
localidades.

o La estructura de machos y hembras es diferente. Esta diferenciacion puede
relacionarse a herencia ligada al sexo o a la existencia de seleccion sexual.

o Es necesario realizar investigaciones para diferenciar las poblaciones de
Phyllophaga obsoleta y evaluar la intensidad del cambio en la estructura genética

producto de los diferentes sistemas de control en las distintas poblaciones
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APENDICE 2
(*1 Obtenidos de Richardson et al. 1986. * 2 Obtenidos de Hebert y Beaton 1993.)

Recetas de Tincién

EST ™

e 2 mlde Tris - Maleato pH 5.3

e 400 u! de Solucion a—Naphthy! Acetate

e 10 Gotas de Solucién Saturada de Fast Blue
BB Salta

«  Aforar con = 10 ml de Agar

IDH"

e 1 mlde Tris- HCI pH 7.0
e 1.5mlde NADP

e 1 ml de DL- Isocitric Acid
e 8 Gotas de MgCl,

e 5 Gotas de MTT

e 5 Gotas de PMS

e  Aforar con = 10 ml de Agar

Preparacién amortiguadores del Sistema

0.02 M Phosphato pH 7

e 4.14 gr Na,HPO, ¢12 H,0
e 1.16 gr NaH,PO, » H,0

e 1 Litro de Agua Destilada

Amortiguadores de extraccién para ABIES

(% de amortiguador YO y Y4 de amortiguador VEG II)

Amortiguador YO (Yeh & O’Malley 1980)

* 10 ml de solucion Tris-acido citrico

e 1.57 g Trizma base, 0.83 g de acido citrico
e  Aforar a 100 ml con H,0 destilada

e Ajustarel pHa 7.0

e 0.05 gde NADP
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GoT™!

3 ml de Solucién # 1

10 Gotas de Solucion Saturada de Fast Blue
BB Salta

Aforar con = 10 ml de Agar

EM"

0.6 ml de Tris —HCI pH 8.0

1.5 mI NADP

1 mlde Solucion de Malic Sustrate
5 Gotas de MgCl ,

5 Gotas de MTT

5 Gotas de PMS

Aforar con = 10 ml de Agar

0.05 M Tris- Maleato 7.8

6.06 gr Trisma Base
2.32 gr de Maleic Acid
1 Litro de Agua Destila

0.05 g de NAD

0.018 g de acido ascorbico

0.034 g de EDTA

0.10 g de albimina sérica

0.33 ml de 2-Mercaptoetanol
Aforar a 100 ml con H,0 destilada



Amortiguador VEG 11 (Pitel & Cheliak 1984)

e 0.31 gde &cido bérico

s 2 ml de tergitol 15-S-9

e 2pgde PEG 8000

e 7gdePVP40

e 1gdePVP360

e .88 g de 4cido ascorbico

e 0.02gde NAD

Preparacion Reactivos

Fast Blue BB Saturado **

»  Se afiade el reactivo en una cantidad dada de

Agua Destilada hasta que este no se diluya

MTT ™
e 10mg/ml

MgCL2 ™
e 29mg ml

NADP
e 2mg/ml

PMS
e 2mg/ml

DL- Isocitric Acid *?
e 100 mg/ ml

Alfa- Naphthyl Acetate
e 10 ml Agua Destilada
e 10 ml Acetona

e 0.2 gr de Alfa Naphthyl Acetate

Malic Substrate pH 8.0 ™!
e 50 mg/ ml de L-malic Acid
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0.1 g de albimina sérica bovina
0.005 g de pyridoxal S fosfato
0.27 g de sucrosa

0.19 g de Cisteina-HCl

0.66 mlde 2-Mercaptoetanol
Aforar a 100 ml con H,0 destilada

Ajustar el pH a 7.1 con NaOH

0.1 M Sodium Phosphate pH 7.0

1.42 gr de Na,HPO,
1.38 gr de NaH,PO, ¢ H,0
50 m! de Agua Destilada

0.09 M Tris HCI pH 7.0 ™

1.1 gr Trisma Base
6.2 ml de HCI
100 mi de Agua Destilada

0.09 M Tris HCI pH 8.0

1.1 gr Trisma Base
8.75 ml de HCl
100 ml de Agua Destilada

0.1M Tris Malete pH 5.3 ™

1.2 gr Trisma Base
2.4 gr de Maleic Acid
100 ml de Agua Destilada

Solucién # 1 p H 7.4 (GOT)

100 ml de 0.1M Sodium Phosphate Ph 7.0
10 mg Pyridoxal- 5- Phospahate

460 mg L- Aspartic Acid

260 mg de Alfa — Ketoglutamic A



