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1. RESUMEN

Los procesos evolutivos y la competicion aparente tienen mucha importancia en
agroecologia para entender la relacion entre ambientes silvestres y cultivados.
Actuamente, no se conocen bien € proceso de competicion aparente entre las papas
cultivadas y sus parientes silvestres en e Ecuador en lo que respecta a los insectos
fitofagos que atacan ambos tipo de plantas. Entre los principales depredadores de la papa
cultivada Solanum tuberosum en el Ecuador, se encuentran 4 grupos de insectos, el orden
Lepidoptera, Epitrix spp., Thripidae y Aphididae. Se desconoce la relacién filogenética y
poblacional entre los insectos de las papas silvestres y |0s insectos de las papas cultivadas
en la sierra ecuatoriana. Se realizo un andlisis poblacional con marcadores moleculares. Se
muestrearon insectos de l0s 4 grupos en 5 especies de papas incluyendo S. tuberosum en 4
regiones del Ecuador. Los fragmentos de ADN del marcador mitocondrial COI fueron
secuenciados exitosamente en 174 insectos. El andisis filogenético con métodos
bayesianas demostro una separacion clara entre insectos de plantas cultivadas y insectos de
plantas silvestres en Lepiddptera (la ausencia de insectos silvestres en € cultivo y la
ausencia de insectos del cultivo en plantas silvestres). La inercia filogenética (fuerza que
impide el cambio de hospedero) es mayor en lepidopteros, intermedio en Thripsy bajo en
Epitrix spp. Existio intercambio poblaciona entre compartimientos silvestres y cultivados
en los dos ultimos grupos. En Aphididae se encontraron especies por la mayoria
generalistas potencialmente peligrosas para el cultivo. Paralos grupos como Epitrix spp. y
Thripidae |a frontera cultivo/silvestre es permeable. El cultivo intensivo en e paramo o0 en
zonas de conservacion, podria ocasionar un dafio indirecto a las Solanum silvestres y alos

recursos genéticos en época de crecimiento de poblaciones de estos grupos de insectos



plagas del cultivo. Para lepidopteros la frontera cultivo/silvestre parece impermeable. Los
insectos del cultivo se encuentran al rededor de las plantas silvestres sin atacarles. Estudios
de comportamiento podrian determinar si unas papas silvestres podrian ser utilizadas como

plantas trampas para proteger a cultivo en sierradel Ecuador.

PALABRAS CLAVE: Marcador molecular COl, Inercia filogenética, Unidad Molecular

Taxonomica Operacional.



2. ABSTRACT

Evolution processes and apparent competition in agroecology are very important in
order to understand the relationships between wild and cultivated environments. Currently,
there is no information about the apparent competition between cultivated potatoes and
their wild relatives in Ecuador in relation to phytophagous insects attacking both types of
plants. Among the main predators of the cultivated potato Solanum tuberosum in Ecuador,
include 4 insect groups. Lepiddptera, Epitrix spp., Thripidae and Aphididiae. Population
genetic relationships among wild potato insects and insects of cultivated potatoes in
andean crops of Ecuador is unknown. Population analysis was performed with molecular
markers. Insects were sampled in 5 groups of 4 potato species including S. tuberosum in 4
regions of Ecuador. DNA fragments of mitochondria marker COl were sequenced
successfully in 174 insects. The Bayesian methods for phylogenetic analysis showed a
clear separation between insects of cultivated and wild hosts in Gelechiidae (the absence
of wild hosts insects in the crop and the absence of cultivated hosts insects in crop plants).
Phylogenetic inertia (traits that prevents the change of host) is greater in Lepidoptera,
intermediate and low Epitrix spp. y Thripidae. There were population exchange between
wild and cultivated compartments in the two latter groups. Aphididae were found to be
generalist species potentially dangerous to the crop. For groups like Epitrix spp. and
Thripidae the border and crop / wild is permeable. Intensive farming in the wild habitats or
conservation areas, may cause indirect damage to wild Solanum and genetic resources in
times of growth of populations of these groups of insect crop pests. Lepidopteran crop /
wild border seems to be impermeable. Crop insects were found around the plants without

attacking them. Behavioral investigation could determine whether a wild potato plants



could be wused as traps for crop protection in the Andes of Ecuador.
KEY WORDS: Molecular marker COI, Phylogenetic inertia, Molecular Operational

Taxonomic Unit.



3. INTRODUCCION

3.1 GENERALIDADES DEL CULTIVO DE PAPA EN ECUADOR Y SUS

DEPREDADORES

El cultivo del tubérculo de la papa representa una fuente alimenticia importante,
principalmente en las regiones altas del pais, es también considerada una de las actividades
agricolas que mas aporta a la economia de las comunidades rurales, aproximadamente
42.000 familias estén dedicadas al cultivo de papa. La produccién masiva de papa es

considerada un elemento esencial paralaeconomiadel Ecuador (Andrade et al., 2002).

El cultivo de papa Solanum tuberosum L. (Solanaceae) en el Ecuador esta distribuida a lo
largo de la sierra, principalmente en terrenos irregularesy laderas, con un rango altitudinal
de 2800 a 3800 m.sn.m. en los pisos andinos, interandinos y subandinos. Las
precipitaciones son de caracter bimodal, es decir, de febrero a mayo; y de octubre a
diciembre. La principal estacion seca o de verano ocurre de junio a agosto. Entre los dias
finales de diciembre y comienzos de enero existe un periodo menos lluvioso. Los factores
como la temperatura, humedad y latitud, en la sierra ecuatoriana hacen que exista una
produccion vegetal elevada y relativamente constante, por este motivo y a pesar de la
bimodalidad estacional, la produccion de papa ocurre todo e afo, asi e cultivo continuo

facilita el mantenimiento de una poblacion continua de fitéfagos (Andrade et al., 2002).

Uno de los problemas que afectan tanto la calidad como la produccion en cultivos son las

plagas de insectos (Gallegos et al., 2002). Cuando existen monocultivos, los insectos



fitofagos presentan una mayor colonizacion, mayor reproduccion, la permanencia en €l
cultivo es continua, se supone que no tienen mayor problema en encontrar el cultivo y
también existe una menor mortalidad por enemigos naturales. Para obtener rendimiento
estable, existen estrategias que incluyen la implementacion de policultivos (Root, 1973;
Nichollsy Altieri 2002), de esta maneralas plagas de insectos disminuyen a medida que la
diversidad vegetal aumenta. Aparentemente, mientras més diverso es el agroecosistema y
mientras menos perturbada esta la diversidad, |os nexos tréficos aumentan promoviendo la
estabilidad poblacional de los insectos. Es decir, la estabilidad depende de la respuesta de

cada nivel trofico al incremento poblacional en un nivel inferior (Nichollsy Altieri 2002).

L os insectos depredadores de |a papa cultivada Solanum tuberosum en el Ecuador que se
incluyen en este estudio son 4 grupos. El género Epitrix (Coleoptera: Chrysomelidae)
(Seeno y Andrews 1972, Kabaluk et al., 2000), especies de la familia Gelechiidae
(Lepidoptera) (Puillandre et al. 2008), especies de Thripidae (Thysandptera) (Asokan et

al., 2007, Glover et al. 2010), especies de Aphididae (Gallegos, 2002).

Se conocen tres especies invasoras de polillas que atacan a la papa en América Latina
Phthorimaea operculella (Zeller, 1873) (Anexo 2), Tecia solanivora (Povolny 1973)
(Anexo 3), Symmestrichema tangolias (Gyen, 1913) (Anexo 4); pertenecientes a lafamilia
Gelechiidae. Los adultos de T. solanivora, depositan sus huevos cerca de los tallos de la
planta, coinciden con el periodo de tuberizacion, o en los almacenes. Las larvas atacan a
los tubérculos. Tecia Solanivora Es una especie endémica de Guatemalay su dispersion ha
sido répida desde Guatemala (detectado en 1956), hasta Ecuador (detectado en 1996),
pasando por Costa-Rica (1970), Venezuela (1983), y Colombia (1985) (Puillandre et al.,

2008).



El género Epitrix spp. (Chrysomelidae: Coleoptera), es importante en la agricultura por
atacar a plantas solanéceas, los adultos al follgey laslarvas alas raices (Seeno y Andrews
1972; Vernon y Thompson, 1991). Generalmente este género esta asociado con plantas de
la familia Solanaceae sin embargo se pueden alimentar de plantas de otras familias cuando
no hay cultivo (Américay América, 2005). 5 especies en este género son consideradas
plagas en cultivos de papa: Epitrixtuberis (Gentner, 1944) E. cucumeris (Harris, 1851), E.
similaris (Gentner, 1944), E. fuscula (Crotch, 1873) y E. hirtipennis (Melsheimer, 1847)
(Arnett, 2000; Seeno & Andrews, 1972), ciertas especies han adquirido una gran
distribucién en El Caribe, Sudamérica y recientemente en Europa. (Boavida y Germain
2009). El origen E. tuberis (Anexo 4) es el estado de Colorado (U.S.A.). Esta especie tiene
una distribucién ampliaen EEUU y es considerada la especie mas peligrosa en cuestiones
de produccién de papa. La especie ha sido reportada en Jamaica, Republica Dominicanay
Puerto Rico (Américay América, 2005), pero su distribucion fuera de estos paises es poco
conocida. En relacion con el cambio de planta hospedera, se ha estudiado €l efecto de la
rotacion del cultivo. Se demostrd que existe un mayor nimero de poblaciones en un cultivo
que no tiene rotacion, en comparacion con un cultivo rotativo, es decir un crecimiento
lineal de infestaciones en relacion con el nimero de afios de cultivo de papa y del costo
en insecticidas (Kabaluk y Vernon, 2000). Epitrix cucumeris (Anexo 5), es considerado el
segundo en importancia econdmica, tiene una generacion por afio, no tienen la capacidad
de volar, se alimentan del follgje de plantas jovenes. Aunque todas estas especies han sido
reportadas en Solanum tuberosum en Norteamérica y es la Unica especie reportada en el
Ecuador (Américay América, 2005), no se conoce bien el rango de plantas hospederas y
de distribucién geogréfica. E. similaris (Anexo 6), existe poca informacién sobre su origen

preciso, se cree que es una especie nativa de USA (Gentner 1944). Igualmente, su



distribucion no es muy conocida pero se ha reportado en cultivos de papa en Europa,
especificamente Portugal (Boavida & Germain 2009). Con respecto a E. fuscula (Anexo 7)
y E. hirtipennis (Anexo8), la distribucion de estas especies es  poco conocida, sin
embargo, se reportaron en Texas (U.S.A.), asociadas a Solanum carolinense, S. rostratum

y S. eleagnifolium (Burke, 1963).

De las aproximadamente 6000 especies de Thrips (Thysandptera) descritas (Glover et al.
2010), pocas son consideradas econdémicamente importantes, ya que perjudican la salud de
los cultivos alimentandose de las plantas y siendo vectores graves de enfermedades virales
(Asokan et al., 2007; Glover et al. 2010). De las plagas, |as principales especies de Thrips
(Thysandptera) que tienen como uno de sus hospederos a plantas de la familia Solanaceae
son Thrips tabaci (Lindeman, 1888), Thrips palmi (Karny, 1925) y Frankliniella

occidentalis (Pergande. 1895).

T. tabaci (Anexo 9) es una plaga importante de distribucién mundia reportado en varias
plantas con preferencia por el tabaco, la cebolla, papa, entre otras (Arrieche et al. 2006). T.
palmi (Anexo 10), tiene su origen es e Sur-Este de Asia su capacidad invasiva abarca, en
la actualidad, toda Asia, América del Sur, asi como también Africay Australia (Glover et
al. 2010). Otra especie de este grupo considerada como plaga es Frankliniella occidentalis
(Anexo 11) la cua ha ampliado su rango de distribucion en los Gltimos quince afios hasta

invadir laregién neotropical. (Moundy Marullo 1996)

Existen dos especies de pulgones que son considerados plaga en los cultivos de papa
Myzus persicae (Sulzer, 1776) Sulzer y Macrosiphun euphorbiae (Thomas, 1878). No

representa un gran problema para los cultivos pero puede ser también un vector de virus



(Gallegos et al., 2002). Las particulas de los virus que se inoculan a las plantas son

retenidos en las partes bucales de estos organismos (Moury et al. 2007)

3.2 ASPECTOS MOLECULARES DE INSECTOS ASOCIADOS A PLANTAS DE

IMPORTANCIA ECONOMICA

La caracterizacion molecular basado en ADN mitocondrial es un método usado
ampliamente en estudios de insectos principalmente los grupos que son considerados de

importancia econdmica (Canovas et al. 2002; Brunner et al. 2002; Lanteri, 2007).

El primer uso de la caracterizacion molecular es para apoyar a la taxonomia. Con la
rapidez de los métodos moleculares actuales se podria lograr identificar especies en el
futuro sin la colaboracion de un taxdbnomo morfolégico (Savolainen et al. 2005). Ciertas
especies de los grupos Chrysomelidae, Aphidae, Gelechiidae y Thysandptera de
importancia para e cultivo de la papa, son cercanamente relacionadas entre si y su

identificacion es complicada, sin laayuda de un experto (Brunner et al. 2002).

Los estudios sobre la genética de insectos fitéfagos y de los factores que influyen
en su estructura genética han sido considerablemente profundizados en la Ultima década
(Costa y Ross 1994; Després et al. 2002; Alvarez et al. 2007). Entre estos se destaca el
analisis molecular de losinsectos de ambientes silvestres y cultivados (Thomas et al. 2003)
Por otro lado, existen también varias publicaciones sobre la estructura genética de
poblaciones de fit6fagos en ambientes de cultivo (Alvarez et al., 2007). Los insectos

fitéfagos estan presentes tanto en habitats silvestres como en cultivadosy la distribucién de
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variacion genética puede estar sujeta a flujo génico, seleccién, mutacion, deriva génicay
otros factores relacionados (Roderick, 1996), también puede existir una pérdida de
diversidad genética de insectos endémicos debido a su domesticacion en los cultivos. Se
puede decir que no hay datos sobre los insectos de la papa a pesar de su importancia

econdmica, de sus estatus invasor y del potencial impacto sobre |os recursos genéticos.

La importancia de estudios, a nivel molecular, en plagas de cultivos es amplia ya que
existen varios tratamientos contra plagas que requiere la identificacion de especies
correctamente y sin ambigliedades. De igua manera la utilizaciéon de métodos de
sistemética molecular ha permitido la reconstruccion e interpretacion de érboles
filogenéticos a partir datos de ADN. (Brunner y Fleming, 2002). El gen mitocondrial
Citocromo oxidasa 1, propuesto como una potencial herramienta molecular de Barcoding
de ADN, es considerado ventgjoso por su nivel de diferenciacion adecuado a nivel
taxondémico intraespecificos y entre especies proximas. También en la identificacion de
especies, en ciencias forenses y estudios ecoldgicos, posee gran potencial para determinar
la estructura geogréfica a nivel de poblaciones, es decir, la distribucion y abundancia de
genotipos entre y dentro de |as poblaciones (Rivera 2009). Especialistas concuerdan en que
COI es un importante marcador molecular para identificar «Molecular Operaciona
Taxonomic Units» MOTU, término que alude a grupos de individuos con secuencias
similares (Floyd et al., 2002; Blaxter, 2004; Blaxter et al., 2005). La identificacion de
MOTU puede ser Util, tanto en estudios taxondmicos como en estudios ecoldgicos o de
especiacion. El objetivo de la definicion de unidades taxondmicas moleculares es la
determinar la existencia de un umbra de diferencia genética entre e nivel intra e

interespécifico (Blaxter et al., 2005; Lanteri 2007).
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Dado que el polimorfismo es un fendmeno muy comuan en insectos y que muchas veces
solo puede ser detectado mediante electroforesis de alozimas, AFLP, microsatelites o
secuenciacion de ADN, en e caso particular de este estudio ADN mitocondrial, estas
técnicas resultan fundamental es para el monitoreo de sus poblaciones (Samways, 1994). El
marcador COIl debido a su baja tasa de recombinacion representa por |o general un solo
linage y son adecuados para reconstruir relaciones filogenéticas y la historia de especies.
Al nivel intraespecifico son utilizados para estudiar la filogeografia, 0 como se diferencian
los lingjes en relacion con la separacidn geogréfica o ecoldgica (Avise, 2000). Estudios
sobre la diversidad genética del género Aramigus, sugieren que la diversidad genética de
de Aramigus tessellatus presenta niveles altos con varios lingjes dentro de un solo grupo
monofilético y varios haplotipos mitocondriales, mientras que las especies restantes de éste
género exhiben una diversidad genética menor debido a su rango geografico restringido

(Lanteri et al.,2002).

El Ecuador es uno de los paises mas diversos en cuanto a papas silvestres que
producen tubérculos. Las especies de insectos plagas de |a papa cultivada podrian afectar a
la supervivencia y la reproduccion de las especies silvestres si éstas son atacadas, porque
los insectos pueden llegar a niveles poblacionales muy altos (Hijmans y Spooner, 2001).
Este mecanismo de competencia aparente entre especies de plantas mediante el organismo
que las consume, demostrd tener gran importancia en el bosgue tropical (Morris et al.,
2004) y en las especies de plantas desplazadas por los depredadores invasores (Orrock y
Witter, 2009). Por lo general, no se ha tomado en consideracién la competencia aparente
para entender el efecto indirecto de las especies invasoras de plagas agricolas sobre el

medio ambiente.
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En cuanto a los insectos plagas de la papa que son invasores en Ecuador, no se
conoce la estructuracion genética y la relacion poblacional entre insectos que tienen como
hospederos papas cultivadas y silvestres. Debido a que no existen muchos datos
moleculares sobre los insectos de la papa a pesar de su importancia econémica, de su
estatus invasor y del potencial impacto sobre |0s recursos genéticos es necesario € andlisis
molecular de insectos cuyos hospederos son tanto Solanum tuberosum cultivadas como
Solanum sp. silvestres para saber si |as mismas poblaciones atacan a las plantas silvestres y

cultivadas.

Actuamente, no son bien conocidas las interacciones indirectas de competencia
aparente entre las papas cultivadas y sus parientes silvestres en e Ecuador, en 1o que
respecta a los insectos fit6fagos, los cuales atacan ambos tipos de plantas. Este proceso
depende de la capacidad de las especies de cambiar de hospedero entre plantas silvestres y
cultivadas. En e Ecuador, dentro de estos grupos, no existe informacion a nivel
poblacional y sus relaciones filogenéticas de los insectos que tienen una asociacion tanto
con papas silvestres y los insectos de papas cultivadas. La capacidad de un grupo de
insectos a cambiar de planta puede variar entre grupos de insectos plagas. La inercia
filogenética puede ser definida como lainfluencia de un ancestro sobre sus descendientes
en un caracter (Grafen, 1989). Para los insectos asociados a papas silvestres se trata de las
limitaciones genéticas al cambio de hospedero, y la asociacion a nuevo recurso cultivado.
El concepto de inercia filogenética ha evolucionado con el tiempo (Blomberg y Garland,
2002) pero puede hoy en dia ser definido como las limitaciones no adaptivas a proceso
evolutivo. Se han desarrollado varios métodos para estimar la inercia filogenética
Consisten en métodos de estimacion de la proporcién de la variacion en un caracter que

depende de la proximidad filogenética. Para las especies que no carecen de inerciay que
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cambiaron de planta hospedera con la aparicion de la agricultura, pero que mantienen
poblaciones silvestres, es importante conocer si se estén en un proceso de diferenciacion
entre poblaciones silvestres y cultivadas. Los métodos de filogeografia resultan Gtiles para
determinar las distribuciones de las poblaciones de insectos asociados a papas silvestres y

cultivadas en la zona centro de la Sierra del Ecuador.

3.30BJETIVOS

General

Utilizar e fragmento del gen mitocondrial Citocromo oxidasa 1 para andizar la

estructuracion poblacional y la estimacion de la inercia filogenética de la relacion a la

planta hospedera de insectos asociados a la papa en la region centro de la sierra del

Ecuador, en compartimentos cultivadosy silvestres.

Especificos

e Andizar e fragmento del gen mitocondrial Citocromo oxidasa 1 de los

insectos asociados a papas silvestres y cultivadas en diferentes regiones del

Ecuador.

e Conocer € nivel de diversidad molecular de las especies en relacion con el

estatus invasivo y con asociacion con papas silvestres o cultivadas

e Comparar ladiversidad molecular de los grupos asociados a papas silvestres
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y cultivadas

e Estimar la inercia filogenética actuando sobre la fidelidad a la planta

hospedera
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4. MATERIALESY METODOS

4.1 MUESTREO

Se realizaron colectas de 4 grupos de insectos en cultivos y alrededores en 5 provincias del
Ecuador (Figura 1): Pichincha (Figura 2), Cotopaxi (Figura 3) Tungurahua (Figura 4) y
Bolivar (Figura 5) sobre plantas de Solanum tuberosum en cultivos y Solanum sp.
silvestres (Solanum nigrescens, Solanum patulum, Solanum tuberosum, Solanum
americanum, y otras plantas de Solanaceae como Datura stramonium y Physalis
peruviana). Los individuos de Lepidoptera fueron colectadas con cartulinas con pegante
cercando los tallos de las plantas. Los individuos pertenecientes a grupos de é&fidos
Aphididae: Hemiptera, Thripidae: Thysandpteray e género Epitrix spp. (Chrysomellidae:
Coleoptera), fueron colectados manual mente, tomando |a hoja de la planta 'y colocandola
en un envase de plastico con tapa. Las muestras analizadas estuvieron sumergidas en
alcohol a 95%, en un tubo ependorf de 1.5 ml, hasta su respectiva extraccion y

amplificacion.

4.2 EXTRACCION DE ADN

Para el procedimiento de extraccion de ADN, € protocolo utilizado fue el de separacion de
fase por centrifugacion con Cloroformo: Alcohol- isoamilico 24:1(Anexo 1). En el caso de
las extracciones de los individuos del orden Lepidoptera se utilizd Unicamente la cabeza 'y

el térax. Para el resto de grupos analizados se utilizé todo el individuo.
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4.3 AMPLIFICACION DE ADN

4.3.1 SELECCION DE PRIMERS

Un fragmento de 710 pb. del gen mitocondrial Citocromo Oxidasa 1, con las paregjas de
primers LCO1490 GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG,; y HCO2198

TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA (Folmer et al., 1994).

4.3.2 REACCION EN CADENA DE POLIMERASA (PCR)

Las amplificaciones del ADN de doble cadena se las realizaron utilizando la reaccion
estdndar en cadena de de polimerasa (PCR). El mix para la PCR incluye, en un volumen
final de 20 pl, 2 pl de Buffer de reaccion (Invitrogen), 0.4ul de dNTPs (Invitrogen), 1.2 ul
de MgCI2 (Invitrogen) 2 pl de Primers, 2ul de ADN de las muestras de |os cuatro grupos
de insectos, 0.1l de Tag Polimerasa platinum (Invitrogen) y 12.3 pl de H20 ultra pure
(Invitrogen). El programa consistio en 1 ciclo de 94°C por 90s, 30 ciclos de 60°C por 60s,
una temperatura de anillamiento de 50°C por 60sy 72° por 60sy un ciclo de 72° por 7 min

(Anderson y Haygood 2007).

4.4 CONTROL DE ADN

Para los productos de extraccion y las amplificaciones, € control se reaiz6 mediante

electroforesis horizontal en gel de Agarosa a 1,2%, sumergido en Buffer TBE (Tris-

Borato-EDTA), con tincion de bromuro de etidio.
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Se cargaron 2 ul de muestra junto con 2 pl de buffer de carga (azul de bromo-fenol) y
adicionalmente se afiadio 4 ul de una escaleralow mass de ADN (Invitrogen). Finalmente
se procedio atomar unafotografia para facilitar €l registro de presencia de amplificaciones

correctas (Figura6).

4.5 PURIFICACION DE ADN

Las amplificaciones de la reaccion en cadena de polimerasa fueron purificados a partir del

kit de purificacién PURELINK (INVITROGEN), en el Genoscope de Evry-Francia.

4.6 SECUENCIAMIENTO AUTOMATICO

El secuenciamiento automatico se llevd a cabo en el Genoscope de Evry-Francia

(Genoscope - Centre National de Séquencage, 2009).

4.7 ALINEAMIENTO DE SECUENCIAS

Los fragmentos secuenciados fueron ensamblados y editados usando € programa Segman
(DNASTAR Inc., Madison, Wisconsin. USA). El aineamiento de secuencias multiples
con cluster jerarquico fue realizado con Multalin (Corpet, 1988) y e programa Mega 4.0
(Tamura et al., 2007) fue utilizado para editar y realizar cortes en los extremos de las
secuencias. Se realiz6 un BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) para asegurar que

las secuencias no pertenezcan a otros grupos que no correspondan a este estudio.

4.8 ANALISISDE DISTANCIASMOLECULARES
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Con € fin de diferenciar niveles intra e interespecificos de de los individuos de cada grupo
a partir de las distancias moleculares se recurrié primeramente a la seleccion del mejor
modelo de substitucion nucleotidica utilizando el programa jModeltest (Posada, 2008),
utilizando € criterio de informacion Akaike (AIC) (Akaike, 1974). Las distancias
moleculares de las secuencias fueron calculadas usando el programa Mega 4.0 con las
siguientes model os de substitucion, disponibles en el software: Para Lepidoptera el modelo
Kimura 2 (K80), € cua toma en cuenta los rangos de substitucion por transicion y
transversion asumiendo que las frecuencias de los cuatro nucledtidos son las mismas 'y los
rangos de substitucion no varian entre sitios (Kimura, 1980). Epitrix spp. y Thripidae:
TajimaNei, este modelo igualmente asume una igualdad entre rangos de substitucién entre
sitios y entre transiciones y transversiones (Tgjima y Nei 1984). Con las matrices de
distancia proporcionadas para cada grupo se disefié un histograma recurriendo a programa
R (R Development Core Team, 2010), aplicando la biblioteca datadist.  El criterio

utilizado para definir unidades intraespecificas es de < 5% e interespecificas de >5%

4.9 ANALISISDE INFERENCIASBAYESIANAS

Los andlisis bayesianos se realizaron para estimar lafilogenia de cada grupo y relacionarlo
con la planta en la que se colectd y la provincia, se utilizd el programa MrBayes version
3.1.2 (Huelsenbeck and Ronquist, 2001) Se corrieron andlisis utilizando el algoritmo de la
cadena de Marcov de Monte Carlo (Marcov chain Monte Carlo: MCMC), con cuatro
cadenas por 4 000 000 de generaciones para lepidoptera. 1 000 000 para Epitrix spp. 1

300 000 para Thripidae y 1 000 000 para Aphididae. Los modelos de substitucion
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seleccionados por jModeltest mencionados en la parte 4.8 fueron los mismos para

MrBayes.

4.10 REGRESION SOBRE LOSVECTORESPROPIOSFILOGENETICOS.

Con € fin de estimar lainercia filogenética de la asociacion a papas silvestres o cultivadas
se hizo un andlisis de regresion del carécter “asociacion a papas cultivadas o silvestres’
con las coordenadas de las especies en los vectores propios filogenéticos (Phylogenetic
eigenvector regression Diniz-Filho et al. 1998, Abouhief 1999). Este método empieza por
un andlisis en coordenadas principales de las distancias filogenéticas entre individuos y
permite localizar cada individuo / especie en un espacio filogenético de ges
independientes, los gjes representan las dicotomias principales y secundarias del arbal, y el
valor de cada especie / individuo, la situacién del individuo en relacion con estas
dicotomias. Luego se realiza una regresion entre la asociacion a plantas silvestres o
cultivadas, y los vaores filogenéticos. El porcentge de variancia explicada es una
estimacién de la inercia filogenética, o de la correlacion dentro de las unidades

filogenéticas.

4.11 DEFINICION DE UNIDADES OPERACIONALES TAXONOMICAS

MOLECULARES (MOTU)

Los MOTU fueron definidas a partir de los histogramas de distancias moleculares
disefiados en base a la matriz de distancia, y las unidades fueron ubicadas en cada uno de

los arboles filogenéticos de los grupos. Con lafinalidad de estimar la diversidad especifica
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dentro de cada grupo se calcul6 € indice de diversidad de Simpson, € cua representa la
probabilidad de que dos individuos, dentro de un habitat, seleccionados al azar pertenezcan

alamisma especie.

4.12 INDICADORES DE VARIABILIDAD GENETICA

La diversidad haplotipica y nucleotidica fue estimada en e programa DNAsp
(Librado y Rozas, 2009). Se analizaron las secuencias dentro de cada MOTU y se calcul 6
la diversidad entre individuos que fueron colectados en plantas silvestres y cultivadas

separadamente.

4.13 DISTANCIA MEDIA GEOGRAFICA Y RANGO GEOGRAFICO

Para estimar si la diversidad genética entre |as poblaciones de insectos esté rel acionada con
la distancia geogréfica se calcularon los rangos geograficos y las distancias medias entre
localidades en R (R Development Core Team, 2010) aplicando lalibreriafields (Reinhard
et al, 2010), utilizando las coordenadas UTM de cada localidad muestreada. La regresion
de la relacion entre rango geogréfico y distancias nucleotidicas se obtuvo mediante el

programa R utilizando lafuncion 2m (R Development Core Team, 2010).

4.14 FACTORESDE ESTRUCTURACION GENETICA

Las barreras geogréficas y ecoldgicas de estructuracion de la diversidad molecular de los

insectos se calcularon con el método AMOVA (Excoffier et al. 1992) en el programaR (R

Development Core Team, 2010), aplicando la libreria pegas (Paradis, 2010), considerando
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modelos jerarquicos entre Localidad/MOTU/planta, para inferir la relacion entre las
distancia y la asociacion a la planta, la asociacion planta. Se realizaron dos andlisis, €
primero se basd en la utilizacion de todas las secuencias de cada uno de los grupos. En el

segundo se considera alos individuos pertenecientes aun MOTU en particular.
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5. RESULTADOS

5.1l MUESTREO EXTRACCIONESPCR Y SECUENCIAMIENTO AUTOMATICO

De las localidades muestreadas fueron recolectados un total de 463 individuos de los
cuales 118 pertenecen a orden Lepidoptera, 140 a Epitrix spp., 174 individuos de la

familia Thripidae y 31 de Aphididae.

Del total de individuos de los cuatro grupos mencionados, se seleccionaron 96 que fueron
colectados en cultivos, sobre Solanum tuberosum y, 151 insectos, que fueron colectados
sobre plantas silvestres (en los bosques cercanos o plantas adyacentes a los cultivos) de

Solanum spp. y otras plantas de la familia Solanaceae (Tablas 1 a4).

Se obtuvo un total de 247 extracciones exitosas, 75 corresponden Lepidoptera, 70 a
Chrysomelidae Epitrix spp., 87 a Thripidae y 15 a &fidos. El nimero de muestras que se
relacionan con plantas silvestres fueron 140, mientras que e ADN de los insectos
colectados sobre cultivos son 73 (Tablas 1 a4). Se logré amplificar 210 fragmentos del gen

COl. En 192 | os resultados fueron optimos al observar € gel de agarosa (Figura 6).

De las 192 reacciones secuenciadas, se logro secuenciar 177 es decir, no se pudieron editar
ni ensamblar 15 amplificaciones secuenciadas porgque no fue exitoso el secuenciamiento.
Se encontraron 4 regiones de similitud local con secuencias que no pertenecen a los
grupos en estudio, especificamente cuatro secuencias de Lepiddptera las cuales tienen una

similitud de més del 90% con 2 especies que no conciernen a este estudio (Saprolegnia
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ferax (Oommycetes) 90% y Pythium sp. (Oommycetes) 96%), estas son especies de

fitopatogenos.

Cuatro secuencias, pertenecientes al grupo de los &fidos, son similares a cuatro secuencias
del Genbank correspondientes a cuatro especies diferentes, éstas son: La secuencia
“Aph.pbc.tub.71” es 100% similar a Mysus ornatus, “Aph.pb8.nig.71", 99% de

Brachycaudus helichysi y Aph.tre.nig.163 se asimila a Aphis spiraecola en un 98%.

Las 169 secuencias restantes, tienen regiones de similitud menores a un 90% a las
secuencias més proximas en e Genbank pero cada una pertenecientes a su orden

correspondiente.

5.2 ARBOLESFILOGENETICOS

5.2.1 LEPIDOPTERA

Los insectos lepidopteros (Figura 7) se dividen en dos clados, soportados por valores de
bootstrap superiores a 0,90. El grupo 1 estd asociado estrictamente a papas cultivadas, €l
grupo 2 estd compuesto de 9 subclados. Unos son asociados a papas silvestres, otros a
papas cultivadas. Los subclados que tienen asociacién con plantas cultivadas son: 2.1, 2.2,
2.3 2.4.1. Por otro lado los subclados asociados a plantas silvestres son: 2.5, 2.6, 2.7, 2.8 y

2.9.

5.2.2 Epitrix spp.



24

Este arbol (Figura 8) se compone de 1 clado y 7 subclados. Los subclados asociados a
plantas cultivadas son: 1.2.3 y 1.2.4. Los subclados que tienen asociacion con plantas
silvestres son 1.1.1, 1.1.2. Los subclados 1.2.1 y 1.2.2 tienen asociacion a ambos tipos de

plantas

5.2.3 THRIPIDAE

El filograma de este orden (Figura 9) presenta 5 clados (Que corresponden a rango
filogenético inferior. Los subclados 1.2 y 1.3 se asocian con plantas silvestres, € subclado
1.4 tienen asociaciones con plantas cultivadas, por ultimo el subclado 1.5 esta asociado a
plantas silvestres y cultivadas. Un solo clado, llamado “Frankliniella spp.” tiene una

asociaciones alos dos tipos de compartimentos.

5.24 APHIDIDAE

Solamente se secuenciaron 4 individuos. Pertenecen a 4 especies diferentes Myzus ornatus
y Aphis spiraecola encontrados en compartimentos cultivados, Brachycaudus helichrysi,
and Aphis fabae en compartimentos silvestres. El arbol filogenético (Figura 10) tiene un

soporte de Boostrap no significativo igual a0,51.

5.3 INERCIA FILOGENETICA

Solamente en e grupo Lepidoptera (Tabla 5) se encontré una regresion filogenética

significativa P=0,00001. Epitrix (Tabla 5) puede estar asociado a papas silvestres o

cultivadas pero no dependen significativamente de la filogenia P=0,16658. En Thrips



25

(Tabla 5) la regresion filogenética no es significativa pero tiene un valor menor a Epitrix
spp. P=0,02652. Es decir, los grupos de més cercanos filogenéticamente tienen la

probabilidad de tener la misma planta hospedera cuando es |os valores son significativos.

5.4 DISTANCIASMOLECULARES

Los histogramas, Lepidéptera (Figura 11) Epitrix spp. (Figura 12) y Thysandptera (Figura
13), demuestran la existencia de un umbral de distancia genética entre el nivel intra e
interespecifico, los valores menores a un 5% se consideran a niveles intraespecificos
mientras quelos niveles mayores a este umbral se definen como interespécificos (Ball y
Herbert 2005, Beebee y Rowe, 2008). Para los Epitrix spp. y Thipidae e umbral
corresponde a las distancias menores a 5%. Para €l grupo Lepiddptera, se encontrd un
umbral entre distancias intraespecificas e interespecifica (Figura 10), pero con muy pocas

secuencias tenian distancias genéticas correspondiendo al nivel intraespecifico.

55 UBICACION DE UNIDADES TAXONOMICAS EN ARBOL

FILOGENETICO

5.5.1 LEPIDOPTERA

Se ubicaron 23 MOTUs (individuos de rango intraespecifico segiin € criterio del
umbral, descrito en la parte 5.3) en e arbol (Figura 7). La mayoria de las secuencias estan
separadas por una distancia genética de méas de 10%, a excepcidn de 24 secuencias (Figura
11). Utilizando un criterio arbitrario de 5%. Se interpreta como un arbol con una diversidad

en su gran mayoria, interespécifica, en total 23 especies. De las cuales 7 contienen a mas



26

de un individuo, las distancias moleculares corresponden a umbral definido para
componer unidades taxonomicas moleculares. Los MOTUs L2, L4, L5, L7,L9, L11, L12
y tienen asociaciones estrictas a plantas cultivadas. El resto de unidades muestran
asociacion por plantas silvestres. Se definen 7 especies de un total de 37 muestras
analizadas. Este grupo tiene una diversidad alta, con un indice de diversidad de Simpson de

0.93, entre todos los individuos del grupo.

5.5.2 Epitrix spp.

Lafilogenia de los Coledpteros Chrysomellidae (Figura 8) no sugiere unarelacién entre la
filogenia de los insectos y la planta hospedera. Se observan grupos con asociacion
preferencial con papas silvestres o cultivadas y otros atacando los dos compartimentos.
Fueron ubicados 6 MOTUs dentro del arbol filogenético, el motu E1 estd més relacionado
con plantas cultivadas, con excepcidon de tres individuos. En el arbol se observa una

diversidad interespécifica.

El grupo E2, E3 y E4 tienen relacién anicamente con plantas silvestres. En los MOTUs E1
existe una relacion con plantas cultivadas y dos individuos con silvestres. EI MOTU E5
esta relacionada a ambos tipos de planta, cultivadas y silvestres. El indice de diversidad

igual a 0,44 entre todos los individuos del grupo.

5.5.3 THRIPIDAE

Los 2 MOTUs més importantes de este grupo fueron identificados morfol égicamente

como Frankliniella sp. y Thrips tabaci, identificados con la ayuda de las claves en (Mound
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y Marullo 1996), los cuales contienen a la mayoria de individuos. Los grupos 1.2, 1.3.y
1.4 con 3 0 menos individuos se encuentran o en papas silvestres 0 en papas cultivadas.
Las distancias dentro de cada especie es menor al 5%. Muchos individuos se encuentran
en papas silvestres y cultivadas. EIl MOTU Thrips tabaci contiene 9 individuos en su
mayoria se asocian a plantas silvestres, a excepcion de 2. El MOTU  Frankliniella sp.
Comprende aindividuos con asociaciones tanto a plantas silvestres como a cultivadas. Los
individuos que no pertenecen alos MOTU definidos tienen asociaciones especificas. Este

grupo presenta un indice de diversidad de 0,35

5.6 RANGO GEOGRAFICO, DIVERSIDAD HAPLOTIPICA y NUCLEOTIDICA

En las regresiones realizadas no se observan relaciones importantes entre distancias,
rangos geograficos y diversidades para Epitrix sp. (Tablas 9 y 11) (Figura 14) Por €l
contrario, Thripidae (Tabla 10 y 12) (Figura 15) tiene una relacion significativa. de los

grupos analizados.

5.7 AMOVA

El andlisis molecular de variancia paralos grupos Epitrix sp. se presentan en lastabla 6. El
andlisis jerarquico general (sumando las estadisticas dentro de cada MOTU), de todas las
secuencias de este grupo, muestran valores no significativos. en cuanto a la asociacion a
plantas. En e MOTU E1 la diversidad genética no arroja valores significativos, sin
embargo se demuestra que existe una estructuracion molecular en cuanto a los factores de

asociacion a plantas y la domesticacion.
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El andlisis del MOTU E2 no indica una estructuracion molecular asociado a plantas, la
variacion con respecto a la domesticacion tiene una variacion del 2%. Sin embargo €l

analisisjerarquico de planta dentro de la domesticacion muestra una variacion del 19%.

Los valores del andlisis de ThysanoOptera se presentan en latabla 7. EI AMOVA jerarquico
general muestra que la diversidad genética no es significativa en relacion ala planta dentro

de ladomesticacion ya que el porcentaje de variacion arroja valores no significativos.
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6. DISCUSION

Las plagas del cultivo de papa representan un problema para su produccion en la sierra
ecuatoriana (Gallegos et al. 2002). Los marcadores moleculares son considerados Utiles en
lo que respecta a estudio de plagas y su control (Lanteri, 2007). La aplicacion de los
métodos moleculares €l andlisis de diversidad genética y la ecologia de insectos plaga
determind una estructuracion de poblaciones de |os insectos asociados a plantas silvestres y

cultivadas.

Los mecanismos de evolucidon de los insectos, en relacion a la asociacion a plantas
hospederas, que promueven la diversificacion de las especies (Alvarez et al. 2007) y la
competencia aparente o la competencia entre dos plantas o dos fitofagos, mediante el nivel
trofico superior debido a consumidores que atacan las dos plantas o los dos fitéfagos es
uno de los mecanismos ecol 6gicos mas importantes en la estructuracion de |os ecosistemas
(van Veen et al. 2005). Este estudio se basa en estos dos mecanismos 0 procesos para
determinar el estatus poblacional de los insectos que atacan a los cultivos de papa en la
zona centro de la sierra del Ecuador. La tabla 5 indica la inercia filogenética sobre la
asociacion a las papas silvestres o cultivadas en los grupos Gelechiidae, Epitrix spp. y
Thrips respectivamente, es decir la dificultad de los grupos asociados a papas silvestres a

cambiarse aplagas del cultivoy viceversa.

En &fidos, solamente se secuenciaron 4 individuos. Pertenecen a 4 especies diferentes
especies pertenecientes la familia Aphididae: Hemiptera Myzus ornatus y Aphis spiraecola

encontrados en compartimentos cultivados, Brachycaudus helichrysi, and Aphis fabae en
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compartimentos silvestres, éstas son especies generaistas de afidos. El arbol filogenético
(Figura 10) con un soporte de Boostrap no significativo igual a 0,51 (este valor podria ser
atribuible al poco niUmero de secuencias analizadas) muestra una diversidad importante de
Afidos generdlistas atacando a la papa silvestre y cultivada. Estudios de genética de
poblaciones podrian determinar si |as poblaciones en papas silvestres y cultivadas son las
mismas. En caso de intercambio poblacional, € cultivo intensivo de papa en zona
protegida o zona de pdramo (Robineau et al. 2010), podria ocasionar dafios a los recursos

genéticos del genero Solanum para la zona andina.

Los andlisis de inercia filogenética permiten estructurar la asociacion a todos los niveles
filogenéticos., los lepiddpteros presentan un patrén que sugiere una asociacion obligatoria
de grupos monofiléticos a plantas cultivadas o silvestres, €l grupo Lepidoptera mostro la
inercia filogenética, mas importante de la asociacion a la planta silvestre. Se observa una
asociacion més especifica debido a su alta diversidad. A diferencia de los grupos Epitrix
sp. y Thripidae, no hay ningin intercambio poblacional entre plantas silvestres y
cultivadas. Los cambios de hospedero entre insectos de plantas silvestres y cultivadas es
més dificil en Lepidoptera, mas facil en Epitrix spp. y en un nivel intermedio en los
Thripidae, se demuestra la capacidad de unos grupos taxondmicos a cambiarse a plagas de

la papa ya que no existe unainercia filogenéticaimportante.

En Lepidoptera el andlisis molecular de variancia no se realizd, debido a que los MOTUS
presentan muy pocos individuos y a redlizar el andlisisen R no se produjeron valores de
componentes de variancia. Al tener la mayor inercia filogenética de los tres grupos
anadlizados (Tabla 5), se confirma una separacion de las especies de acuerdo a sus

compartimentos.
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El AMOVA jerdrquico general de Epitrix presenta valores significativos de variacion
genética del 55% para la asociacion a plantas dentro de las planta silvestres, 1o que
determina que podria existir un intercambio entre compartimentos, silvestres y cultivados
dentro de la poblacion general analizada. De las misma manera, € porcentaje de variacion
paralos MOTU analizados no es significativo (Tabla 6) Esto se puede explicar por el bajo
nimero de individuos y/o la bagja diferenciacién dentro de cada MOTU. Sin embargo,
sumando todos los MOTUs se encuentra una estructuracion. El fendmeno de aislamiento
por distancia no se aplica en este grupo, las regresiones confirman una estructuracién con
plantas silvestres. Para Thripidae y Epitrix spp., no se encontrd estructuracion entre plantas
silvestres y cultivadas, pero dentro de las plantas silvestres se encontré una estructuracion

dentro delos MOTUs.

Este estudio revela que existen grupos de rangos especificos que estan asociados a papas
silvestres y cultivadas. Para saber si realmente hay intercambio poblacional es necesario un
andlisis de inercia filogenética y variancia molecular dentro de los MOTU. Los resultados
muestran que existe tal intercambio entre poblaciones de Thripidae y Epitrix spp. que
atacan a los dos compartimentos, ya que se podria considerar como la misma poblacién
que esta diferencidndose en la actualidad. En cambio, los lepidépteros tienen una
separacion estricta de asociaciones a plantas silvestres y cultivadas. Sin embargo, son

necesarios estudios con marcadores mas diversos para confirmar este resultado.

Las regresiones de relaciones entre distancias geogréficas promedio y la diversidad
nucleotidica para Thripidae (Figura 14) sugieren un modelo de aislamiento por distancia

(Alvarez et al., 2007) entre poblaciones de compartimentos cultivados y silvestres (la
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diversidad de los clados aumenta significativamente de rango especifico con la distancia
promedio entre los individuos del clado). Por e contrario, las regresiones de Epitrix spp.
no revelan este modelo (Figura 15). Este resultado sugiere que la distancia geogréafica
podria participar en la diferenciacion en los trips, pero no en los Epitrix spp. Esta
capacidad mas limitada de migracion entre lugares, puede facilitar la diferenciacion

ecol 6gica en relacion con la planta en Thripidae.

Es posible que Thripidae se esté diversificando dentro de los MOTUs especificos en
relacién con la especiadizacion a la planta, sin embargo hay unas especies invasoras
generdistas que realizan intercambio entre compartimentos. Al observar los MOTUS en
los arboles (Figuras 7, 8y 9) se puede considerar un proceso de seleccion, laque podria
actuar en una poblacion de mayor tamafio; S surge una mutacion adaptativa, ésta sera
difundida en todos los insectos de |a poblacion de papa domesticada. Si esta adaptaci én por
el contrario se da en insectos de papa silvestre darian origen a razas de insectos de
hospederos domesticados y silvestres, los cuales podrian tener cambios en tamafio o
composicion quimica de algun carécter (Alvarez, 2007), si no hay estructuracion va ser
dificil ala adaptacion local de desarrollarse. Una de las formas en la que la especializacion
puede promover |a tasa de especiacion es mediante la formacion de razas de insectos por €l

uso de diferentes plantas hospederas, incrementando la diferenciacion genética.

Otra manera para promover la especiacion en insectos especialistas es cuando su Unico
huésped empieza a distribuirse en parches o que hara que se incremente la diferenciacién
entre poblaciones. Una posibilidad distinta es que una seleccién fuerte en poblaciones tan
grandes como las de hospederos cultivados puede permitir la diseminacién rdpida de genes

de resistencia haciendo que los insecticidas y otro tipo de control de plagas no surtan
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ningln efecto en los cultivos (Alvarez et al., 2007). En un estudio realizado con Ostrinia
nubilalis, encontré diferentes razas de insectos entre plantas silvestres y cultivadas pero
solamente son visibles en el compartimiento nuclear (Thomas et al. 2003). Los insectos
fitofagos poseen un alto rango de diversificacion, los resultados de este estudio concuerdan
con otros que muestran una variacion significativa en la diversificacion en los ordenes de
insectos. (Mayhew 2002, Alvarez et al. 2007). Las plantas pueden constituir una zona
adaptativa, la cual provee una diversidad en insectos que utilizan recursos pueden

posibilitar la especializacion (Winkler et al. 2009).

El intercambio de especies entre compartimentos silvestres y cultivados en Thripsy Epitrix
Spp. sugiere que estas especies invasoras son generalistas. Este carécter generalista puede
permitir a una especie convertirse en invasora, porque todos los grupos hermanos que
estén en plantas silvestres que no son invasoras tampoco se pueden considerar generalistas.
Se podria decir que en una especie aparecio el caracter generalista'y a parecer € grupo

pudo haber cambiado su hébito de especialista y convertirse en una especie invasora.

En estas poblaciones se aplica el proceso de competicion aparente, €l cual se define como
las efectos negativos indirectos mediados por enemigos naturales (van Veen et al. 2005).
Esta fuerza explica muchos de los efectos de las especies invasoras sobre el ecosistema
invadido (Orrock et al., 2009). Los datos de evolucién de la relacion a la planta 'y de
estructuracion genética de los grupos intraespecificos sugieren que las especies comunes
de plagas de trips y Epitrix spp. Pueden desplazarse entre cultivos y papas silvestres.
También la literatura indica que los &fidos que se encontraron en la papa tienen habitos
generalistas y pueden ocasionar fenémenos de competencia aparente entre papas cultivadas

y silvestres, estas especies pueden ser vectores de virus y ocasionar dafios indirectos a
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especies silvestres cercanas del cultivo (Moury et al., 2007, Orrock et al. 2010). La
competencia interespecifica por recursos determina el efecto negativo de estos insectos
invasores sobre las plantas silvestres, |os cuales atacan a ambos tipos de compartimentos
por su caracter generalista, este caracter es comun en Epitrix spp., Thripidae y Aphididae.
Por otro lado lepidoptera no presenta un caracter generalista a no tener especies ataquen a

los compartimentos silvestre y cultivado.

Estudios en genes nucleares podrian confirmar si realmente hay este intercambio. En el
caso de intercambio, €l cultivo intensivo en zona de proteccion puede ocasionar dafio
debido alosinsectos del grupo Epitrix spp. y Thripidae, también laliteraturaindica que los
&fidos que encontramos en la papa tienen habitos generalistas y pueden ocasionar
fendmenos de competencia aparente entre papas cultivadas y silvestres mediante el insecto

fitéfago (Orrock et al. 2010).

Una de las aplicaciones de este estudio tienen relacion con la definicion de MOTU s, se
considera ventajoso porque se puede conocer €l estatus invasivo del individuo en cuestion,
de esta manera se podria interceptar especies invasivas conociendo solamente la secuencia
del individuo, sin la necesidad de un experto taxdbnomo (Lanteri, 2007). Otra posible
aplicacion tiene que ver con el mangjo integrado de plagas. En lepidoptera los MOTUs
“silvestres’ de nivel especifico se encuentran Unicamente en plantas silvestres, y 1os
MOTUs “cultivados’, unicamente encontrados en plantas cultivadas. Se observé insectos
de MOTUs “cultivados’ en el bosque (grupo 1), pero nunca sobre las plantas. Esto sugiere
una presencia de los insectos del cultivo en el bosgue, pero una posible incapacidad de
desarrollo en plantas silvestres (Blackiston et al. 2008). En este caso, estas plantas

silvestres podrian ser investigadas para su utilizacion como plantas repel entes alrededor del
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cultivo, estrategia “push-pull”, (Khan, 1997). La presencia de insectos “cultivados’, en
Thripidae y Epitrix spp. en plantas silvestres demuestra su capacidad de visita a estas
plantas. Pero no se sabe s pueden desarrollarse en €ellas. En € caso que no, podrian
constituir plantas “trampas’ de los insectos plaga, plantas que atraen al insecto plaga pero
no permiten su desarrollo (Khan, 1997). También puede emplearse, en grupos que se
asocian Unicamente a plantas silvestres, el principio de induccion natal en la preferencia de
habitat, el cual afirma que la experiencia natal en cualquier hébitat induce las preferencias
de habitat en individuos adultos (Davisy Stamps 2004, Blackiston et al. 2008). El estudio
futuro del comportamiento y de la capacidad de desarrollo de estos insectos (Thripidae y
Epitrix spp.), en papas silvestres comunes como la hierba mora (S nigrescens) nos
permitira determinar si esta planta puede ser utilizada alrededor del cultivo para el manejo

integrado de estos grupos de plagas.
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Figura 1: Mapa genera de localidades del area de estudio (Realizado por Liger B. 2010).
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Figura 2: Mapa de localidades de |a provincia de Pichincha (Realizado por Liger B. 2010).
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muestrasn |os valores de bootstrap en las ramas de los dboles y los MOTUs definidos (L1 —
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Figura 10. Arbol filogenético de Aphididae en relacion con la planta hospederay laregion.
Solanum. Control: insecto atrapado con pegante a una distancia de 1 a 2 metros de una
papa silvestre y a una distancia mayor a 100m de un cultivo de papa. Se presentan €l

poncentaje de similitud en el BLAST.
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Figura 11. Histograma de las Distancias Moleculares de L epidoptera aplicando el modelo

de substitucion Kimura 2. Se considera un nivel de diferenciacion intra e ineterspecifico
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Fig. 12. Histograma de las Distancias Molecul ares de Epitrix spp. , aplicando modelo de
substitucion TajimaNei. Se consideran niveles de diferenciacion intraespecificae

interespecifica.
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Figura 14: Regresion lineal de las relacion Distancia Geograficay Diversidad Nucleotidica
de Epitrix spp. La pendiente de color rojo representalaregresion entre insectos de plantas

cultivadasy laverde alaregresion de plantas silvestres.
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Tabla 1.Datos de colecta, Extraccion y PCR Del Orden Lepidoptera

No. L ocalidades Planta Individuo PCR
1 PefasBlancas, Sitio5 S patulum  Gelechiidae X
2 PefiasBlancas, Sitiol S patulum  Gelechiidae X
3  PefasBlancas, Sitio 5 Control Gelechiidae X
4  PefiasBlancas, Sitio1l S nigrescens Gelechiidae X
5  PeiasBlancas, Sitio 8 Control Gelechiidae X
6 PefiasBlancas, Sitio1l S nigrescens Gelechiidae X
7  PeiasBlancas, Sitio 8 Control Gelechiidae X
8  PeasBlancas, Sitio 5 Control Gelechiidae X
9 PefiasBlancas, Sitio5 S. nigrescens Gelechiidae X
10 PeflasBlancas, Sitio5 S. nigrescens Gelechiidae X
11 PeflasBlancas, Sitiol S patulum  Gelechiidae X
12 PeflasBlancas, Sitio5 S nigrescens Gelechiidae X
13 PeflasBlancas, Sitiol S patulum  Gelechiidae X
14 PefasBlancas, Sitio5 S nigrescens Gelechiidae X
15 PeflasBlancas, Sitiol S patulum  Gelechiidae X
16 PeflasBlancas, Sitio5 S. nigrescens Gelechiidae X
17  Pefias Blancas, Sitio 8 Control Gelechiidae X
18 Pefias Blancas, Sitio 8 Control Gelechiidae X
19 PeflasBlancas, Sitio5 S patulum  Gelechiidae X
20 Pefias Blancas, Sitio 5 Control Gelechiidae X
21 PeflasBlancas, Sitio5 S patulum  Gelechiidae X
22  Pefias Blancas, Sitio 5 Control Gelechiidae X



23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

35

36

37

38

Pefias Blancas, Sitio 8
Pefias Blancas, Sitio 1
Pefias Blancas, Sitio 5
Pefias Blancas, Sitio 5
Pefias Blancas, Sitio 8
Pefias Blancas, Sitio 5
Pefias Blancas, Sitio 1
Pefias Blancas, Sitio 8
Pefias Blancas, Sitio 5
Pefias Blancas, Sitio 8
Pefias Blancas, Sitio 8
Pefias Blancas, Sitio 8
Pefias Blancas, Sitio 8
Pefias Blancas, Sitio 8
Pefias Blancas, Sitio 8

Pefas Blancas, Sitio 8

Control
Control
S patulum
S patulum
Control
S patulum
Control
Control
S nigrescens
Control
Control
Control
Control
Control
S patulum

Control

Gelechiidae

Gelechiidae

Gelechiidae

Gelechiidae

Gelechiidae

Gelechiidae

Gelechiidae

Gelechiidae

Gelechiidae

Gelechiidae

Gelechiidae

Gelechiidae

Gelechiidae

Gelechiidae

Gelechiidae

Gelechiidae
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Tabla 1.Datos de colecta, Extraccion y PCR Del Orden Lepidoptera

No. L ocalidades Planta Individuo E PCR
39  PefiasBlancas, Sitio 8 Control Gelechiidae X X
40 Pefias Blancas, Sitio 8 Control Gelechiidae X X
41 PeflasBlancas, Sitio8 S patulum  Gelechiidae X X
42 Pefias Blancas S nigrescens Gelechiidae X X
43 Machachi S nigrescens Gelechiidae X X
44 Machachi Samericanum Gelechiidae X X
45 Machachi Samericanum Gelechiidae X X
46 Machachi Samericanum Gelechiidae X X
47 Machachi Samericanum Gelechiidae X X
48 Machachi Samericanum Gelechiidae X X
49 Machachi Samericanum Gelechiidae X X
50 Lloal S tuberosum  Gelechiidae X X
51 Santa Catalina S tuberosum  Gelechiidae X X
52 Santa Catalina S tuberosum  Gelechiidae X X
53 Santa Catalina S tuberosum  Gelechiidae X X
54 Santa Catalina S tuberosum  Gelechiidae X X
55 Santa Catalina S tuberosum  Gelechiidae X X
56 Santa Catalina S tuberosum  Gelechiidae X X
57 Santa Catalina S tuberosum  Gelechiidae X X
58 Santa Catalina S tuberosum Gelechiidae X X
59 Santa Catalina S tuberosum Gelechiidae X X
60 Santa Catalina S tuberosum  Lepidoptera X X
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62

63

65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

Santa Catalina

Santa Catalina

Santa Catalina

CruzPamba
CruzPamba
CruzPamba
El Porvenir

El Porvenir

Marcopamba
Pucarapamba
Pucarapamba

Suruhuaico

Carbon Chimipamba

Carbon Chimipamba

Palama Alto

S. tuberosum

S. tuberosum

S. tuberosum

S. tuberosum

S. tuberosum

S tuberosum

S tuberosum

S tuberosum

S tuberosum

S tuberosum

S tuberosum

S tuberosum

S tuberosum

S tuberosum

S tuberosum

L epidoptera
L epidoptera
L epidoptera
Gelechiidae
Gelechiidae
Gelechiidae
Gelechiidae
Gelechiidae
Gelechiidae
Gelechiidae
Gelechiidae
Gelechiidae
Gelechiidae
Gelechiidae

Gelechiidae
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Tabla 2: Extraccion y PCR del Género Epitrix

No. L ocalidades Planta Individuo PCR
1 Pifo, Cuchauco S patulum  Epitrix sp. X
2 Pifo, Cuchauco S patulum  Epitrix sp. X
3 Pifo, Cuchauco S nigrescens Epitrix sp. X
4 Pifo, Cuchauco S nigrescens Epitrix sp. X
5 Pifo, Cuchauco S. tuberosum Epitrix sp. X
6 Pifo, Cuchauco S. tuberosum Epitrix sp. X
7 Pifo, Cuchauco S nigrescens Epitrix sp. X
8 PefiasBlancas8 S patulum  Epitrix sp. X
9 PefiasBlancas8 S patulum  Epitrix sp.

10 PefiasBlancas8 S patulum  Epitrix sp. X
11 El Trebol Physalissp. Epitrix sp. X
12 El Trebol S nigrescens Epitrix sp. X
13 El Trebol Physalissp. Epitrix sp. X
14 El Trebol Physalissp. Epitrix sp.

15 El Trebol S nigrescens Epitrix sp. X
16 El Trebol S nigrescens Epitrix sp. X
17 El trébol S nigrescens Epitrix sp. X
18 El trébol S nigrescens Epitrix sp. X
19 El trébol Physalissp.  Epitrix sp. X

20 El trébol Physalissp. Epitrix sp.

21 El Trebol Physalissp. Epitrix sp. X

22 El Trebol Physalissp. Epitrix sp.
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24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

35

36

37

38

39

40

El Trebol
El Trebol
Marcopamba
Lloal
Lloal
Lloal
Lloa3
Lloal
Lloal
Lloal
Lloal
Lloa3
Lloa3
Lloa3
Pisque
Pisque

Anchilibi

S nigrescens
S nigrescens
S nigrescens
S nigrescens
S tuberosum
S tuberosum
S nigrescens
Solanaceae
S tuberosum
S tuberosum
S tuberosum
Solanaceae
Solanaceae
Solanaceae
S tuberosum
S nigrescens

S. tuberosum

San Fransisco S tuberosum

Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.

Epitrix sp.
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Tabla 2: Extraccion y PCR del Género Epitrix

No. L ocalidades Planta Individuo PCR
41 LaHoya S nigrescens Epitrix sp. X
42 LaHoya S. tuberosum Epitrix sp.

43 LaHoya S. tuberosum Epitrix sp.

44 LaHoya S. tuberosum Epitrix sp.

45 LaHoya S nigrescens Epitrix sp. X
46 El porvenir S. nigrescens Epitrix sp. X
a7 El porvenir S nigrescens Epitrix sp. X
48 PalamaMedio S. nigrescens Epitrix sp. X
49 PalamaMedio S nigrescens Epitrix sp. X
50 Palama Medio S nigrescens Epitrix sp. X
51 Palama medio S nigrescens Epitrix sp.

52 CruzPamba S. tuberosum Epitrix sp. X
53 CruzPamba S. tuberosum Epitrix sp. X
54 CruzPamba S. tuberosum Epitrix sp.

55 CruzPamba S nigrescens Epitrix sp. X
56 CruzPamba S. tuberosum Epitrix sp.

57  Carbon Chimipamba S nigrescens Epitrix sp. X
58  Carbon Chimipamba S nigrescens Epitrix sp. X
59  Carbon Chimipamba S. tuberosum Epitrix sp. X
60 Santa Ana S tuberosum Epitrix sp.

61 Santa Ana S tuberosum Epitrix sp. X
62 Santa Ana S tuberosum Epitrix sp. X
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65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

LaHoya
LaHoya
LaHoya
Fritadas
Marcopamba
San Fransisco
Pucarapamba
San Francisco
CruzPamba
El Porvenir
Illangama

San Fransisco

S nigrescens
S. tuberosum
S nigrescens
S. tuberosum
S nigrescens
S tuberosum
S tuberosum
S tuberosum
S tuberosum
S nigrescens
S nigrescens

S tuberosum

Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.
Epitrix sp.

Epitrix sp.
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Tabla 3: Extraccion y PCR del Orden Thysandptera

No. L ocalidades Planta Individuo PCR
1 PefiasBlancas S tuberosum  Thripstabaci X
2 Pifo, Cuchauco S patulum  Thrips tabaci X
3 Pifo, Cuchauco S patulum  Thrips tabaci X
4 Pifo, Cuchauco S patulum  Thrips tabaci X
5 Pifo, Cuchauco S tuberosum Thrip X
6 Pifo, Cuchauco S tuberosum Thrip X
7 PefiasBlancas S tuberosum Thrip X
8 PefiasBlancas S tuberosum Thrip X
9 PefiasBlancas S tuberosum Thrip X
10 PefiasBlancas S tuberosum Thrip X
11 Pifo, Cuchauco S nigrescens Thrip X
12 Pifo, Cuchauco S nigrescens Thrip X
13 PeflasBlancas8 S nigrescens Thrip X
14 PeflasBlancas8 S nigrescens Thrip X
15 PeflasBlancas8 S nigrescens Thrip X
16 PefiasBlancas S tuberosum Thrip X
17 PefiasBlancas S tuberosum Thrip X
18 PefiasBlancas S tuberosum Thrip X
19 Pefias Blancas 8 Control Thrip X

20 PeflasBlancas8 S nigrescens Thrip X

21 PeflasBlancas8 S nigrescens Thrip X

22 PefiasBlancasC S tuberosum Thrip X
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24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

35

36

37

38

39

40

41

42

Pefias Blancas C
Pefias Blancas C
Pefias Blancas 5
Pefias Blancas 5
Pefias Blancas 5
Pefias Blancas 5
Pisque
Anchilibi
Pisque
Anchilibi
Anchilibi
Palama Medio
Palama Medio
Palama Medio
Pefias Blancas C
Pefias Blancas C
Lloa3
CruzPamba
El Trebol

Lloal

S tuberosum
S tuberosum
S. patulum
S. patulum
S. nigrescens
S. nigrescens
S tuberosum
S. nigrescens
Papaver sp.
S tuberosum
D. stramonium
S tuberosum
S tuberosum
S tuberosum
S tuberosum
S tuberosum
Solanaceae
S. nigrescens
S. nigrescens

S. nigrescens

Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip

Thrip

X

X

Continua...
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Tabla 3: Extraccion y PCR del Orden Thysandptera

No. L ocalidades Planta Individuo PCR
43 Lloal S tuberosum  Thrip X
44 Lloal S tuberosum  Thrip X
45 Lloal S nigrescens  Thrip X
46 Anchilibi S tuberosum  Thrip X
47 Marcopamba S nigrescens  Thrip X
48 CruzPamba S tuberosum  Thrip X
49 Pefiasblancas S nigrescens  Thrip X
50 Pefiasblancas S nigrescens  Thrip X
51 El Pisque S tuberosum  Thrip X
52 El Pisque S tuberosum  Thrip X
53 Pefiasblancas S nigrescens  Thrip X
54 Pefiasblancas S nigrescens  Thrip X
55 C. Chimipamba S tuberosum  Thrip X
56 PalamaBgjo S tuberosum  Thrip X
57 PalamaBgjo S tuberosum  Thrip X
58 Santa Ana S tuberosum  Thrip X
59 Lloa3 S nigrescens  Thrip X
60 El trébol S nigrescens  thrip X
61 El trébol S nigrescens  thrip X
62 Lloal S tuberosum  Thrip X
63 Lloal S tuberosum  Thrip X
64 PefiasBlancasC S tuberosum  Thrip X
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65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

Pefias Blancas C
[llangama
[llangama

El Porvenir
[llangama
Marcopamba
Anchilibi
El Porvenir
Palama Medio
LaHoya
LaHoya
LaHoya
Pefias Blancas C
CruzPamba
CruzPamba
Pefias Blancas C
Pefias Blancas C
Marcopamba
C. Chimipamba

Peflas Blancas C

S. tuberosum
S nigrescens
S nigrescens
S nigrescens
S nigrescens
S tuberosum
S nigrescens
S nigrescens
S tuberosum
S nigrescens
S nigrescens
S nigrescens
S nigrescens
S tuberosum
S tuberosum
S nigrescens
S nigrescens
S nigrescens
S tuberosum

S nigrescens

Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
Thrip
thrip
thrip
thrip
thrip
thrip
thrip
thrip
thrip
thrip
thrip
thrip

thrip

75



Tabla 4: Extraccion y PCR de &fidos

76

No. L ocalidades Planta Individuo PCR
1 Pifo, Cuchauco S tuberosum Afidos X
2 Pefias Blancas, Sitio 8 S. nigrescens Afidos X
3 Pefias Blancas, Conjunto S. tuberosum Afidos X
4 Pisque, Tungurahua S. nigrescens Afidos X
5 El trébol S nigrescens 1 Afidos X
6 El trébol S nigrescens 1 Afidos X
7 El trébol S nigrescens 1 Afidos X
8 El trébol S nigrescens 1 Afidos X
9 Anchilibi S nigrescens 1 Afidos X
10 Anchilibi S nigrescens Afidos X
11 El trébol S nigrescens 1 Afidos X
12 El trébol S nigrescens 1 Afidos X
13 El trébol S nigrescens 3 Afidos X
14 El trébol S nigrescens 3 Afidos X
15 Pifo, Cuchauco S tuberosum Afidos X
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Tabla 5. Regresion de la asociacion a papas cultivadas sobre |0s vectores propios

filogenéticos.

gl SumC C. M. F Pr(>F)

Phylogenétic 12 2.873,362 239,447 790.865  0,00001
Lepiddptera
Residuals 24 726,638 0,30277

Phylogenetic 7 1.024.553 146.365  158.021  0,16658
Epitrix

Residuals 44 4.075.447 0.92624
Thrips  Phylogenetic 7 1502574 214.653 2.478 0,02652

Residuals 60 5.197.426 0.86624
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Tabla6. AMOVA Jerarquico Basado en los fragmentos de la secuencia COI de Epitrix

spp. y MOTUs analizables.

Componentes de %
a.l. Variancia Variacion P
MOTU 5 -0.00055530 -1% 1
Domesticacion -4 -0.00074294 -10% 1
Genera
Planta 3 0.00411033 55% 0
Error 47 0.00463822 62%
Planta 1 0,0011134 3% 0.184
Error 6 0,037661 97%
Domesticacion 1 0,0011134 3% 0.17
Epitrix1 Error 6 0,037661 97%
Domesticacion 1 0 0% 0
(Planta) 0 0 0% 0
Error 6 0,037661 1%
a.l. 3 -1,65E-03 0% 0.403
Error 34 0,38401 100%
Domesticacion 1 0,0085612 2% 0.286
Epitrix2 Error 36 0,37014 98%
Domesticacion 1 0,074992 19% 0.348
(Planta) 2 -0,071049 -18% 1.000
Error 34 0,38401 99%




79

Tabla7. AMOVA Jerarquico de Epitrix spp. Basado en los fragmentos de la secuencia

COlI delafamilia Thripidaey MOTUs analizables.

Componentes de %
g.l. Variancia Variacion P
MOTU 5 0,00036218 9% 0.317
Domesticacion -4 -0,00078597 -19% 0.000
Genera
Planta 4 0,00075765 18% 0.039
Error 62 0,00381167 92%
Planta 4 -0,094576 -1% 0.513
Error 49 7,8473 101%
Domesticacion 1 0,066035 1% 0.396
Frankliniella
Error 52 7,3946 99%
® Domesticacion | 0.00039034 50% 0512
(Planta) 3 -0.00042973 -55% 0.960
Error 49 0.00078473 100%
Planta 2 0,0070857 13% 0.221
Error 6 0,047829 87%
Domesticacion 1 0,020245 33% 0.214
Thrips Tabaci Error 7 0,040996 67%
Domesticacion 1 0,066903 66% 1
(Planta) 1 -0,01395 -14% 1

Error 6 0,047829 47%




Tabla 8. Valores Distancias Geogréficas y Diversidad haplotipicay nucleotidica para
Epitrix spp. D.G.M: Distancia GeograficaMedia. D.H: Diversidad Haplotipica, D.N:

Diversidad Nucleotidica.

Rango
MOTU Planta D.G. M. Geografico D. H. D. N.
S tuberosum 18,25 31,47 0,73 0,00208
E1l Snigrescens 20,26 30,24907 1 0,00342
Stuberosum  14,64698 53,66276 0,662 0,00754
S nigrescens  20,25983 30,24907 0,26 0,00061
Solanaceae 0,1 0,2 0,26 0,00061
E2 Physalis sp. 0 0 0,26 0,00061
Stuberosum 0 0 0 0
E3 Snigrescens 0 0 0 0
Physalis sp. 0 0 0.667 0,00456
E4 Physalis sp. 0 0 0.667 0,00456
ES5 S. patulum 0 0 0 0
EG6 S patulum 0 0 0 0

Tabla9. Vaores Distancia Geogréfiica, Diversidad haplotipicay nucleotidica para
Thripidae. D.G.M: Distancia Geografica Media. D.H: Diversidad Haplotipica, D.N:

Diversidad Nucleotidica
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Rango
MOTU Planta D.G. M. Geografico D. H. D. N.
Thripstabaci  S.nigrescens 1,100631 1,650932 0 0
Thrips tabaci S.patulum 0 0 0 0
Thripstabaci S tuberosum 21,69601 21,69601 1 0,00858
MOTU 2 S patulum 0 0 0 0
MOTU 3 Control 0 0 0 0
Motu 4 S. nigrescens 0 0 0 0
Frankliniella
Sp. S. nigrescens  21,23897 51,11912 0,419 0,02985
Frankliniella
sp. S americanum 0 0 0 0
Frankliniella
sp. S .patulum 22,80264 22,80264 0 0
Frankliniella
sp. Solanaceae 0 0 0 0
Frankliniella
sp. Papaver sp. 0 0 0 0
Frankliniella
sp. S. tuberosum  17,13541 54,87538 0,131 0,00038
MOTU 6 S. tuberosum 0 0 0 0
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Tabla 10: Regresion lineal entre ladistancia geograficay la diversidad genética en Epitrix

spp. asociados a S. tuberosum (Cultivo) y los asociados a papas silvestres (Silvestre).

Estimate  Std. Error t value Pr(>1t))
(Intercept) 1,48 7,96E-01 1.856 0.106
Silvestre  DistGeog 0,0264 8,34E-02 0.317 0.760
(Intercept) 0,689 0.0044724 0.154 0.903

Cultivado
DistGeog 2.296e-04 0.0003310 0.694 0.614
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Tabla 11: Regresion lineal entre la distancia geogréficay la diversidad genéticaen los

Thripidae asociados a S. tuberosum (Cultivo) y los asociados a papas silvestres (Silvestre).

Estimate Std.Error tvalue Pr(>|t])
(Intercept) 0,05237 2,762 0.019 0.9853
Silvestre
DistGeog 0,653 0,2801 2331 0.0481*
(Intercept) -0.0009951 0.0060342 -0.165 0.896
Cultivada
DistGeog  0.0003343 0.0003780 0.885 0.539




10. ANEXOS

Anexo 1: Extraccién de ADN protocolo fenol-clor oformo
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Homogenizar cada espécimen en un tubo de 1.5mL con 200uL de DEB fresco y colocarlo
sobre hielo.

Enjuagar bien € pistilo y secar.

Afadir 5uL de Proteinasa K (20mg/ml), vortex suave por 5seg. e incubar a 50°C durante
60min.

Afadir 200ul cloroformo acohol isoamilico (24:1), vortex suave por 7seg. y centrifugar
por 10min. a 14000rpm. (repetir mismo paso pero segunda centrifugacion solo 5min.)
Transferir el sobrenadante a un tubo limpio de 1.5mL limpio.

Afiadir 500uL de etanol 95%. y mezclar bien usando una plataf orma de agitacién maximo
por 10min.

Almacenar a-20°C durante 30min. o toda la noche.

Centrifugar a4°C, 14000rpm durante 10min. y descartar el sobrenadante

Afiadir 300ul de etanol 70% helado y vortex brevemente a méaxima vel ocidad.

Centrifugar a4°C, 14000rpm durante 5min. y descartar el sobrenadante tratando de sacar
lamayor cantidad de etanol posible.

Incubar a37°C por 10min. con la tapa abierta para que se elimine todo e etanol.

Resuspender el pellet en 40uL de solucion TE pH8.0 (con EDTA < 0.01M)

Buffer DEB: (50 extracciones)
0.5mL SDS 10%
0.4mL NaCl 5M
0.5mL EDTA 0.5M
0.1mL Tris1M pH8

8.5mL ddi H,0O
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Buffer TE: 10mM Tris-Cl pH7.5

1ImM EDTA pH8

SDS 10%: 100g SDS en 900mL de H,O, calentar a 68°C paradisolver. Ajustar €l pH a7.2

anadiendo HCI concentrado. Ajustar €l volumen a 1L con H,O. Autoclavar.

NaCl 5M: Disolver 292.2g de NaCl en 800mL de H,O. Ajustar €l volumen all.

Autoclavar.

NaCl: 58,5g/mol

EDTA 0.5M: Anadir 186.1g de EDTA*2H,0 en 800mL de H,O. Mezclar y gustar el pH a

8 con NaOH (~20g NaOH). Autoclavar.

Tris1M: 121.1g Tris/1L més ~ 40.3mL HCI
Cloroformo alcohol isoamilico: 192uL de cloroformo y 8ul de acohol isoamilico (24:1).

Para una extraccion



Anexo 2: Adulto de Phthorimaea operculella

Foto: Msc. Alvaro Barragan
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Anexo 3: Adulto de Tecia solanivora

an

Foto: Msc. Alvaro Barrag



Anexo 4: Adulto de Symmetrischema tangolias.

Foto: Msc. Alvaro Barragan

Anexo 5: Adulto de Epitrix tuberis
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Foto tomada de la Galeria del EPPO < http://photos.eppo.org/index.php/album/425-

epitrix-similaris-epixsi->

Anexo 6: Adulto de Epitrix cucumeris

Tomado de: Brent Elliott, PhilipNorthover Manitoba Agriculture, Food and Rural
Initiatives Soils and Crops Branch, Carman < http://web2.gov.mb.ca/agriculture/mwvr/>

Anexo 7: Adulto de Epitrixsimilaris
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Foto tomada por Jean-Frangois Germain

Anexo 8: Adulto de Epitrixfuscula

Foto tomada de Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto <

http://www.ff.up.pt/toxicol ogia/monografias/ano0708/g19_beladona/oconat.html>

Anexo 9: Adulto de Epitrix hirtipennis



Foto tomada de | os archivos de la universidad Estatal de Colorado U.S.A

http://www.ext.col ostate.edu/pubs/insect/05592.html

Anexo 10 : Adulto de Thrips tabaci

Foto: Tomado de los archivos de Alfredo Rueday Anthony M. <

http://www.nysaes.cornell.edu/ent/hortcrops/spani sh/Thrips.html >
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Anexo 11:Adulto de Thrips palmi

Foto tomada por Miguel Subia

Anexo 12: Adulto de Frankliniella occidentalis

Foto tomada por Miguel Subia.
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