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VARIACION GENETICA DENTRO DE LAS REGIONES ITS-1 E ITS-2 EN EL
GUSANO ELOTERO (Helicoverpa zea Boddie) DE VERACRUZ Y
TAMAULIPAS, MEXICO.
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Palabras claves: Diversidad genética de insectos, ITS-1 e ITS-2.

La relacion genéticas entre Helicoverpa zea (Boddie) presente en diferentes

plantas hospederas (maiz, sorgo y soya) al norte de Veracruz y sur de

Tamaulipas México (Tantoyuca, Tampico Alto, etc.), fue estudiada usando las

regiones ITS-1 e ITS-2 del ADN ribosomal. El Andlisis de secuencias mediante

el método de maxima  parsimonia, produjo dendrogramas con grupos

Vi



genéticamente diferentes para cada region ITS. La divergencia evolucionaria
fue muy alta en el analisis de ambas regiones ITS; la minima divergencia
genética fue 0.193 para ITS-1 y 0.002 para ITS-2 in individuos colectados en
maiz de Tantoyuca Veracruz. Los niveles similares de divergencia dentro y
entre grupos en las regiones ITS fueron evidentes en individuos de maiz, sorgo
y soya de Tampico Alto, Veracruz y Estacion Cuauhtémoc, Tamaulipas. La
divergencia global fue menor que 1, lo cual indica que la mayoria de la
variabilidad genética esta dentro de los grupos formados para cada region ITS.
Los niveles similares de divergencia entre grupos y el nivel minimo de
diversidad evolutiva intra-poblacional indicaron que no habia diferenciacion
genética significante entre las poblaciones, asi como el coeficiente de
diferenciacion evolutiva puede indicar que los individuos que se colectaron del
sorgo, soya y maiz son derivados de un mismo ancestro.

A demas, comparando la relacion entre la distancia genética y los niveles
evolutivos de H. zea, los arboles filogenéticos construidos con el método de
maxima parsimonia, usando los juegos de datos de las regiones ITS, mostraron
que los individuos de la misma poblacion geografica natural no se agruparon.
Estos resultados sugieren que hay un nivel bajo estructuracion genética y
aislamiento geografico en las diferentes regiones. Las tres poblaciones
geograficas muestreadas parecen ser una parte de una sola ‘megapoblacion’ de

H. zea.
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ABSTRACT

GENETIC VARIATION WITHIN ITS-1 AND ITS-2 REGIONS IN CORN
EARWORM (Helicoverpa zea Boddie) FROM VERACRUZ AND
TAMAULIPAS, MEXICO.

BY

AUSENCIO AZUARA DOMINGUEZ

MASTER IN SCIENCES

AGRICULTURAL PARASITHOLOGY

UNIVERSIDAD AUTONOMA AGRARIA ANTONIO NARRO

BUENAVISTA, SALTILLO, COAHUILA. DECEMBER 2008.

Dr. Sergio R. Sanchez Pefa -Advisor-

Keywords: Insect diversity, ITS-1 and ITS-2.

The genetic relatedness among Helicoverpa zea (Boddie) occurring on different
host plants (corn, sorghum and soybean) prevailing in northern Veracruz and
southern Tamaulipas Mexico (Tantoyuca, Tampico Alto Veracruz and Estacion
Cuauhtémoc Tamaulipas), was studied using the sequences of the ITS regions

of the ribosomal DNA. After sequence analysis using MP and bootstrap
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analysis, we obtained dendrograms splitting the samples in three groups, for
each ITS region. Evolutionary divergence was found to be very high within and
between the groups in both ITS regions; the minimum genetic divergence was
0.193 for ITS-1 and 0.002 for ITS-2 in individuals collected in corn from all four
localities. The overall divergence was far below 1, indicated that the majority of
genetic viability is within a given group. Similar levels of divergence between
groups, minimum level of the mean evolutionary Interpopulational diversity,
which indicated that there was no significant genetic differentiation between
populations, as well as the coefficient of evolutionary differentiation may indicate
that the individuals collected from sorghum, soybeans and corn, were derived
from a same ancestor. Furthermore, comparing the relationship between genetic
distances and evolutionary levels of H. zea, Phylogenetic trees constructed with
MP method using ITS regions data sets showed that individuals from the same
natural geographical populations (Tantoyuca, Tampico Alto Veracruz and
Estacion Cuauhtémoc Tamaulipas) did not cluster together. These results
suggest that there is little genetic structuring and geographical isolation in
different regions. Instead, the three geographical populations sampled seemed

to be a part of a single large megapopulation of H. zea.
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INTRODUCCION

El gusano elotero Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera:Noctuidae) es
una especie polifaga (Metcalf et al. 1962, Mitter C. et al. 1993 ), que infesta al
menos 30 especies de cultivos en Norte América entre los que destacan, el
maiz y algodén (Payne et al. 1974; Martin et al. 1976; Young et al. 1977; Lopez
et al. 1984; Rummel et al. 1986; Slosser et al. 1987; Kogan et al. 1989); asi
como también ha sido observado alimentandose en al menos 76 especies de
plantas no cultivables (Blanco et al. 2007). H. zea posee la habilidad de
desarrollar altos niveles de resistencia a ciertos insecticidas sintéticos (Teran-
Vargas et al. 2005) y es parcialmente controlado por variedades comerciales
de algodon transgénico Bt (Kranthi et al. 2002, Wolfenbarger et al. 1981). En
relacion a las caracteristicas mencionadas, hay un gran interés por un mejor
entendimiento de la estructura genética poblacional de este insecto,
preferencia de hospederos y la cantidad de flujo genético. Esta informacion es
indispensable para la comunicacion, organizacién y fortalecimiento de
programas de manejo integrado de H. zea y el desarrollo de estrategias para el

manejo de su resistencia a insecticidas sintéticos o cultivos transgénicos.

El analisis de la genética poblacional proporciona un mejor entendimiento

de la dispersidn, ayuda al monitoreo de la resistencia de insecticidas y puede



ser de gran utilidad para designar hospederos refugios con el objetivo de
manejo de resistencia en cultivos genéticamente modificados.

En investigaciones recientes se han utilizado diferentes sistemas de
marcadores genéticos moleculares. Tan et al. (2001); Ji et al. (2003); Scott et
al. (2004), desarrollaron marcadores (microsatélites) del material genémico de
H. armigera, dichos marcadores fueron utilizados para el analisis genético de
poblaciones de H. zea criadas en condiciones de laboratorio, dichos
marcadores mostraron resultados no consistentes debido al requerimiento de
diferentes temperaturas de anillamiento para cada par de primers (Gresala et
al. 2005). En estudios genéticos en H. zea, Perera et al. (2007) localizaron y
caracterizaron 13 sitios polimérficos (microsatélites) viables para el estudio

poblacional de H. zea.

Behere et al. (2007), analizaron la regiéon Citocromo Oxidasa Sub-Unidad
| (COIl) en poblaciones de H. armigera y H. zea, con el objetivo de estudiar la
estructura genética poblacional de las dos plagas de insectos. Concluyeron
que entre H. armigera y H. zea, hay un nivel bajo de diferencia genética y
que las poblaciones de H. zea, colectados en maiz, algodén y a través de
trampas con feromona, al Norte (Carolina del Norte y New York) y Sur de
América  (Brasil) conforman una sola especie a consecuencia de un

entrecruzamiento sexual y a una gran cantidad de flujo genético. Asi mismo



Qifa et al. (2002), estudiaron la frecuencia temporal de alelos en la estructura
poblacional por generacién (H. zea) en areas locales y regionales. En sus
estudios encontraron escasa diferenciacion genética poblacional en las areas
de estudio; la frecuencia de alelos, heterozigosidad y la cantidad de numeros
por locus fue estable por generacion, sugiriendo que hay una gran cantidad de

flujo genético dentro de la escala espacial de investigacion.

En el presente estudio, se investigo la variabilidad genética intraespecifica
sobre las secuencias en el primer y segundo espaciador transcrito
internamente (Internal Transcribed Spacers, ITS) en el ADN ribosomal (ADNr),
utilizando larvas de H. zea colectadas en diferentes hospederos cultivados en
los estados de Veracruz y Tamaulipas. Esto con el fin de relacionar la
estructura genética poblacional (secuencias de ITS1 e ITS2) de esta especie
de insecto con la preferencia por un hospedero (s) y/o con regiones

geograficas.



Objetivo especifico:

Evaluar la variabilidad molecular en poblaciones de H. zea, para
investigar la similitud genética y estructura poblacional entre individuos
colectados en sorgo (Sorghum bicolor L.), soya (Glycine max L.) y maiz (Zea
mays L.). Analizando las secuencias de los espaciadores transcritos internos

(ITS-1 e ITS-2) del ADN ribosomal (ADNAr).



REVISION DE LITERATURA.

Género Helicoverpa, Hardwick 1965.

Es un grupo de 18 especies (Mitter et al. 1993), Helicoverpa zea y
Helicoverpa armigera son algunas de las especies plaga mas devastadoras en

la agricultura pertenecientes a este género (Gajanan et al. 2007).

H. zea y H. virescens son similares en su biologia, distribucion
geografica y apariencia fisica, especificamente en huevecillos y estado larval
(Kogan et al. 1978; Neunzing, 1969). Larvas de las dos especies se encuentran
comunmente alimentandose sobre la misma planta de algodén, haciendo mas
dificil el manejo para su control. Debido a esto, al conjunto de plagas se le
denomina “Complejo Heliothis” (Hardwick, 1965; King 1994; Leonard et al.

1999).

Helicoverpa zea (Boddie). (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE).

Distribucién geografica de H. zea.



Helicoverpa (= Heliothis) zea (Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae) es nativa
de América del Norte, aunque su origen es incierto (Capinera, 2001). Hill (1983)
reportd que H. zea tiene habitos migratorios y se encuentra distribuida en
América del Norte, Central, y del Sur, el Caribe y Hawaii entre los 40° de latitud
norte y 40° de latitud Sur. En los Estados Unidos puede encontrarse hasta los
estados de Kansas, Ohio, Virginia y el sur de Nueva Jersey (Blanchard, 1942;
citado por Capinera 2001), aunque puede desplazarse hasta Canada
dependiendo de la severidad del invierno (Hardwick, 1965; Fitt, 1989; Kogan et
al. 1978; Neunzing, 1969). En México los mayores dafios se registran en:
Guerrero, Morelos, Michoacan, Oaxaca, Quintana Roo, Chihuahua, Veracruz y

Yucatan.

Hospederos de importancia econémica.

En maiz se le conoce como gusano elotero, en leguminosas gusano de
la vaina, en jitomate y cucurbitdceas gusano de la capsula o del fruto y en
algodon, gusano bellotero (Medina- Gaud et al. 2003). Otros nombres de uso
comun para identificar a H. zea son: tomato fruitworm, corn earworm, cotton
bollworm y gusano cogollero del tabaco (tobacco budworm), aunque este ultimo
nombre se aplica especialmente a H. virescens.

Segun King y Coleman (1989), los principales hospederos de la especie

son el maiz, el algoddn y el tabaco, mientras que puede convertirse en plaga
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secundaria de los cultivos de sorgo, repollo, leguminosas, cucurbitaceas, fresas,
girasol, pimiento, alfalfa, lechuga, soya, y se le ha observado alimentandose de
al menos 76 plantas no cultivadas (Blanco et al. 2007). De acuerdo a Fitt
(1989), la predileccion de H. zea por las plantas en floracidén es el patrén mas
consistente en la seleccion de sus hospederos. Las larvas de H. zea prefieren
alimentarse de estructuras vegetales con alto contenido de nitrégeno, como las

flores, los frutos y los puntos de crecimiento.

Danos.
Cultivo de maiz.

El gusano elotero, es una de las plagas principales del maiz. Por
ejemplo, en los Estados Unidos en el cultivo de maiz se han cuantificado de
40,000 a 50,000 adultos de H. zea por hectarea (Stinner et al. 1977, citado por
Fitt, 1989). En estudios separados Figueroa-Silvestri (1983) y Fuentes- Lopez
(1994), determinaron que el ciclo de vida de esta especie esta relacionado con
la floracion del maiz, en donde el estadio larvario puede atacar hasta el 60% de
las plantas florecidas en variedades para la produccion de grano. En el cultivo
de maiz los adultos de H. zea ovipositan en los filamentos (estigmas) de la
mazorca (Figura 2), donde las larvas del primer instar comienzan a consumirlos
hasta llegar a los granos de la mazorca. Las pérdidas econdmicas en el maiz

causadas por H. zea ocurren debido a que durante su estadio larval se alimenta
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de los granos superiores de la mazorca, donde permanecen alimentandose
hasta el momento de pupar (figura 3). Ademas del dafo directo, las larvas
abren paso a la entrada de microorganismos causantes de enfermedades tales
como la pudricion de la mazorca como Fusarium spp, y a los que son

productores de aflatoxinas como Aspergillus spp. (Storer et al. 2001).

Figura 1. Filamentos de la mazorca de maiz con huevecillos de H. zea.



Figura 2. Larvas de H. zea alimentandose en la mazorca de maiz.

Cultivo de tomate.

El estadio larval causa dafio directo en el fruto y lo contamina. De
acuerdo a Martin et al. (1976a), las hembras de H. zea prefieren al cultivo de
tomate para efectuar su oviposicion cuando los filamentos de la mazorca de
maiz en campos adyacentes se secan. En el cultivo de tomate, las hembras
adultas depositan sus huevos durante las horas de la noche en las hojas
cercanas a las frutas verdes que se encuentran en el borde exterior de la
planta. Las hojas bajo los racimos florales son el lugar preferido de oviposicion

de H. zea en este cultivo (Zalom et al. 1983).



Al eclosionar, los primeros instares larvales perforan la base de las frutas.
Generalmente el gusano solo hace un orificio en la fruta, por donde comienza a
alimentarse (Figura 4) y luego al completar una especie de tunel se mueve a
otra fruta. Su alimentacion resulta en una fruta con una cavidad interna acuosa
llena de mudas de exoesqueleto, heces fecales y areas necréticas. La fruta
dafiada, madura prematuramente. Mas adelante en el ciclo de vida del cultivo

las larvas también entraran a las frutas de tomate maduras (Zalom et al. 2000).

Cultivo de algodoén.

El algodén el estado larval destruye las chapas o cuadros (botones

florales) y los frutos verdes (bellotas) (King et al. 1984) (figura 5).

Figura 3. Dano en el cultivo de tomate ocasionado por H. zea.
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Figura 4. Larva de H. zea alimentandose en la bellota (fruto) del algodon.

Hospederos silvestres

Las poblaciones de adultos de H. zea pueden estar presentes antes de
que estén disponibles sus hospederos cultivados, no cultivables debido a que el
insecto puede alimentarse de una gran variedad de hospederos silvestres
(Raulston et al. 1998); Blanco et al. (2007), reportaron que a H. zea se le ha
observado alimentandose de al menos 76 especies de plantas no cultivadas.
Martin et al. (1976a) reportaron que varios arboles y arbustos son frecuentados
por los adultos de H. zea, entre ellos miembros de las familias Rosaceae y
Asteraceae. Neunzig (1963), concluyd que la densidad de larvas por planta en
el cultivo de maiz y en la maleza Linaria canadensis (L.) es equivalente. Varios
autores mencionan entre los yerbajos o malezas que sirven de hospederos para

11



las larvas de H. zea a: Coronilla varia L., Panicum dichotomiflorum Michx.,
Cannabis sativa L., Solanum spp., Sida spinosa L., Portulaca oleracea L.,
Ambrosia artemisiifolia L., Bidens bipinnata L., Helianthus spp., Abutilon
theophrasti Medik. (Ditman y Cory, 1931; Roach, 1975; Sudbrink y Grant, 1995;
citados por Capinera, 2001) y Gaura drummondii (Spach) Torr. & Gray

(Raulston et al. 1998).

Los hospederos silvestres le sirven al insecto no sélo como fuente de
alimento para sus etapas inmaduras sino como fuente de alimento y lugar de
oviposicion para los adultos. La influencia que puedan ejercer los hospederos
silvestres sobre el desarrollo y la capacidad de sobrevivir de las poblaciones del
insecto no estan claras debido a la gran biomasa asociada a los hospederos
cultivados. De acuerdo a Graham et al. (1972), la preferencia de alimentacién

de H. zea es dictada por la disponibilidad de la fuente de hospederos.

Biologia de Helicoverpa zea

El manejo de las plagas requiere la identificacion correcta de la plaga y
el conocimiento de las interacciones con las condiciones y hospederos
presentes durante su ciclo de vida. El ciclo de vida de H. zea consiste de cuatro
etapas: huevo, larva, pupa y adulto. La duracién del ciclo varia con la
temperatura, la humedad y el fotoperiodo, y la secuencia y disponibilidad de

12



hospederos podria influenciar el numero de generaciones por afio (Fitt, 1989).
Varios autores citados por Capinera (2001) han evaluado el numero de
generaciones de H. zea en América del Norte conforme al Cuadro 1. Se estima
que el gusano del fruto puede completar de una a cuatro generaciones por afio
en zonas templadas y hasta 11 en climas calidos donde puede permanecer

activo todo el ano (Fitt, 1989; Stehr, 1987).

Cuadro 1. Numero de generaciones anuales de H. zea en América del Norte

Autores Ndmero de generaciones Area
Knutson, 1944; 1 Canada, Minnesota y
Beirne, 1971; el Oeste de Nueva York
Chapman y Lienk, 1981
Prostak, 1995 2 Norte de los Estados Unidos de América
Ditman y Cory, 1931 2-3 Maryland
Okumura, 1962 3 Norte de California
Oliver y Chapin, 1981 4-5 Louisiana
Okumura, 1962 4-5 Sur de California
Capinera, 2001 7 Sur de Florida y Texas

Huevo

Los huevos de H. zea son depositados individualmente. Estos huevos
tienen forma de esfera ligeramente achatada y poseen doce o mas crestas que
radian desde su parte superior, de 57 mm en diametro (King, 1994; Neunzig,
1969). Luego de su postura, el color de los huevos de H. zea es blanco-
cremoso pero al cumplirse 24 horas desarrollan un anillo café-rojizo (Figura 5).

En el maiz, las hembras prefieren ovipositar sobre los filamentos frescos
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(estigmas) de la mazorca (Hardwick, 1965). Sin embargo, en el tomate los
huevos son depositados en las vellosidades de las venas principales del follaje
cercano a las flores y frutos (Alvarado- Rodriguez et al. 1982) (Figura 6) o en
las vellosidades sobre la base del pedunculo floral (Figura 7). Zalom et al.
(1983) reportan que el lugar de oviposicién preferido por H. zea en tomate son
las hojas bajo los pedunculos florales, en algodén la hembra elije chapas o
cuadros y bellotas (Lingren et al. 1986; Neunzig 1969). El estadio de huevo
puede completarse en un promedio de 3 a 4 dias (Capinera, 2001), asi como
también va a depender de la temperatura, no de la humedad. Los huevecillos
de H. zea requieren 5.3 dias a 21.1° C y solo 3.9 dias a 26.7° C (Ellington et al.

1986).
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Figura 5. Anillo en huevos de H. zea.

Figura 6. Huevo de H. zea en la vena principal de una hoja de tomate.
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Figura 7. Huevos de H. zea sobre la base del pedunculo floral en

tomate.

Larvas

Pasa por seis estadios, el color puede ser rosado, café claro o verde, con
rayas amarillas o rojas longitudinales y puntos negros, con pelos. El tamafo
larval es 2 mm en el primer estadio y 40 mm en el ultimo, el tiempo de
desarrollo larval esta en funcién de la temperatura, humedad, viento, calidad de
la comida y al tipo de especie de planta hospedera (Fey et al. 1972; Gross et al.
1977; Harrell et al. 1979; Hogg et al. 1981). En el estadio larval existe cierto
grado de confusién al clasificar larvas de H. zea y H. virescens, debido a que
en este estadio, asi como también en huevecillos las dos especies son muy

parecidas morfolégicamente. A continuacion se presentan algunas de las
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caracteristicas distintivas en el estadio larval y adultos entre las dos especies de

insectos.

Figura 8. Mandibula sin retinaculo y pinaculo setigero sin microespinas (ps), en
larva de H. zea.

Figura9. Mandibula con retinaculo (re) y pinaculo setigero con microespinas
(me), larva de H. virescens
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Figura 10. Mancha oscura (mo) (H. zea) y franjas diagonales oscuras en las
alas anteriores (H. virescens).

Pupa

De 14-22 mm de largo por 6 mm de ancho, color castafio caoba brillante,
forma cilindrica, redonda en la cabeza, estrecha a puntiaguda en el abdomen
(Neunzig, 1969). La pupa de las hembras es de mayor peso y tamafo que la
de los machos. Sin embargo hay una considerable variacion en tamafo y peso
a consecuencia de la calidad de la comida consumida en el estado larval (King,
1994). Las pupas se encuentran en el suelo a una profundidad de 3 a 20 cm

(Neunzig, 1969; Quaintance et al. 1905) (figura 11). Segun Harrell et al. (1979)
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la humedad relativa ejerce una mayor influencia sobre el desarrollo de la pupa
que la temperatura y la velocidad del aire, sin embargo las temperaturas altas
acortan la duracion del estadio pupal. La pupa de H. zea puede entrar en
diapausa si las condiciones ambientales no son adecuadas para continuar su

desarrollo. Se han identificado dos tipos de diapausa para este insecto, una en

relacion al frio y otra en relacién a condiciones aridas (Fitt, 1989).

Figura 11. Pupas de H. zea.

Adulto

Poseen comportamientos y adaptaciones fisicas que hace su estilo de
vida nocturna de gran importancia (Lingren et a.l 1982; Matthews et al. 1978;
Rabb et al. 1979). La actividad de los adultos comienza a la anochecer y
continua hasta media noche, presentando un pico maximo de emergencia de 9

a 12 pm (Callahan, 1958; Lingre et al. 1986; Lingree et al. 1982), el cual es
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afectado por el cultivo, calidad nutricional de la planta hospedera y las

condiciones climaticas (Hayes, 1988; Lopez et al. 1984).

El apareo de los adultos comienza después de finalizar su alimentacion,
aproximadamente a las 11 pm, y continia por 4 horas (Lingren et al. 1977,
Ramaswamy, 1990). Durante su tiempo de vida, las hembras pueden depositar
de 200 a 2,000 huevecillos (Fye et al.1972; Proshold et al. 1982; Quaintance et
al. 1905), la frecuencia de fecundidad varia en relacién a la humedad y
temperatura. En condiciones de laboratorio a 60 % de humedad, la fertilidad
de las hembra fue 850, 1231, y 355 huevecillos, a 21.1, 26.7, y 32.2° C,

respectivamente (Ellington et al. 1986).

Los adultos de H. zea tienen habitos migratorios y se desplazan con
facilidad de una regién a otra. Estas palomillas se alimentan principalmente de
néctar durante las noches y a menudo se encuentran en comunidades de
plantas diferentes a las que utilizan para ovipositar (Rabb, 1979; citado por
Raulston et al. 1998). La alta movilidad es una de las caracteristicas de esta
especie que contribuye a facilitar su establecimiento en los agroecosistemas.
Esta capacidad de desplazarse a sitios atractivos y concentrarse en ellos ofrece
una oportunidad para medidas de control. Sin embargo, luego de considerar la

alta movilidad, la naturaleza polifaga, y la alta razén intrinseca de aumento de la
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especie, es poco probable que la reduccion de las poblaciones de H. zea por la
manipulacion de los adultos pueda resultar en la eliminacién de su reproduccion

(Raulston et al. 1998).

Ecologia y dinamica poblacional de H. zea.

El movimiento espacial y redistribucién de los adultos de los Heliothinos
es un proceso dinamico. Como en muchos insectos herbivoros, el periodo de
mayor o menor movimiento va a depender del ambiente y planta hospedera de
alimento, reproduccién y dispersion (Fitt, 1989; Gatehouse, 1997; Johnson,
1995; Raulston et al. 1996). Las causas especificas del movimiento de los
Heliothinos son, los mecanismos genéticos o fisioldgicos o causas ambientales
gue van a controlar la migracién de adultos (Fitt, 1989). Hay tres tipos generales
de movimientos que han sido definidos para los Heliothinos (Raulston et al.
1996): (1) movimientos cortos, ocurren dentro, o justo sobre la planta, distancia
de 91 a 914 metros, estos son a favor o en contra del viento e involucra en
comportamiento tales como, alimentacion, fecundacion de huevecillos en la
planta, apareamiento, y reguarde de los adultos; (2) movimientos largos, son
menos frecuentes que los movimientos cortos, ocurre por en cima de la planta

arriba de 30 pies, son mas o menos suaves de 1 a 16 kildbmetros, los
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movimientos involucrados son: entre plantas hospederas, sitios de fecundacion
de huevecillos y sitios de emergencia a areas de alimentacion. (3) movimientos
migratorios verdaderos de grandes distancias, ocurren bajo grades velocidades
del viento, de 914 metros a mas de 1.5 kildbmetros sobre la planta hospedera,

el adulto puede viajar una distancia de 16 a 480 kilbmetros en una noche.

Los eventos antes mencionados se pueden presentar a causa de:
deterioro de habitat, incremento de la densidad poblacional provocando pocos
recursos alimenticios para el soporte de la poblaciéon y por ultimo los efectos
adversos del ambiente sobre el hospedero o la habilidad para reproducirse y
sobrevivir dentro del habitat (Beerwinkle et al. 1995; Forrow et al. 1987;

Raulston et al. 1982, 1986).

El gusano del fruto es una de las principales plagas agricolas y posee
caracteristicas que le permiten explotar los agroecosistemas eficientemente.
Sus habitos polifagos hacen que se pueda desarrollar continuamente en varios
hospederos, lo que le permite permanecer en un lugar aun cuando las fuentes
de alimento sean minimas. De acuerdo a Fitt (1989), los adultos de H. zea
tienen una amplia capacidad de movimiento a diferentes escalas, lo que les

permite lidiar con el cambio espacial y temporal de sus hospederos. Otras
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caracteristicas que contribuyen al éxito de ésta plaga son: su alta fecundidad y

su corto periodo generacional.

Al presente se han identificado y sintetizado feromonas sexuales para la
mayoria de las especies de los géneros Heliothis y Helicoverpa. Varios autores
sefalan la importancia de utilizar trampas con feromonas especificas para
atraer el macho de la especie en estudios de dinamica poblacional. Por
ejemplo, Witz et al. (1985) encontraron que las capturas tempranas los
individuos en la estacion estan correlacionados con la dinamica poblacional que
se desarrollara mas adelante en la temporada. Igualmente, Parajulee et al.
(1998) reportaron una correlacion positiva entre los adultos capturados en las

trampas de feromonas y la temperatura.

Existe poca informacion sobre las preferencias de los adultos de H. zea
por las kairomonas de sus hospederos. Algunos estudios indican que de los
100 compuestos identificados como kairomonas o atrayentes de insectos, solo
el fenilacetaldehido es atractivo a los adultos de H. zea (Hedin et al. 1974;

Metcalf, 1987; citados por Raulston et al. 1998).

Raulston et al. (1998), estudiaron los hospederos silvestres de adultos de

H. zea en el estado de Texas, entre ellos a Gaura drummondii (Spach) Torr. &
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Gray (Onagraceae). Estos investigadores encontraron que durante el periodo
de alimentacion las palomillas dejan el campo de maiz para alimentarse en las
flores de Gaura y luego reintroducirse al maiz para ovipositar. La atraccion de
los adultos de H. zea hacia G. drummondii sugiere que esta planta contiene
sustancias volatiles que pueden ser utilizadas en el desarrollo de kairomonas
para atraer a la especie. Segun los autores, la aplicacion de insecticidas a las
flores de G. drummondii ofrece una oportunidad para suprimir las poblaciones
de adultos de H. zea antes de que se dispersen a colonizar nuevos habitats.
Sobre este particular, Lingren et al. (1998), demostraron que el 78% de los
adultos de H. zea murieron al ser expuestos a flores de G. drummondii tratadas
con insecticida, aun asi, aunque estas aplicaciones pueden ser utilizadas en
control de esta plaga, pueden tener un impacto sobre las poblaciones de
enemigos naturales. De acuerdo a Raulston et al. (1998), es necesario conocer
a plenitud la ecologia, la dinamica poblacional y el comportamiento nocturno de
la especie para minimizar la competencia de atraccion entre los atrayentes
tratados con kairomonas e insecticidas y las fuentes naturales de alimentacion

de los adultos del insecto.

Perspectivas del control quimico y el uso de cultivos Bt, para el control

de H. zea.
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El control de plagas sustentado en el uso de insecticidas ha ocasionado
severos problemas de contaminacion ambiental, efectos negativos en la salud
humana (Bottrell y Adkisson, 1977) y abandono de cultivos importantes
(Georghiou y Taylor, 1977), tal como ocurrié con el algodonero en el sur de
Tamaulipas en la época de los 70 (Adkisson, 1972). Afortunadamente, este tipo

de escenarios no se ha repetido en los ultimos afos.

El uso irracional de insecticidas ha propiciado el desarrollo de resistencia
de los insectos (Bujanos-Muniz, 1983[6]; Martinez-Carrillo et al. 1991), por
ejemplo, en México el control de plagas en algodon a base de insecticidas

sintéticos ha ocasionado este tipo de problemas (Teran-Vargas et al. 2005).

Como alternativa para reducir el uso de insecticidas y manejar con
eficacia las principales plagas del algodonero, en 1996 se empezo6 a utilizar a
nivel mundial (Layton et al. 1997) y en México (Martinez-Carrillo y Diaz-Lépez,
2005) el algodonero transgénico Bollgard® que expresa la d-endotoxina Cry1Ac
de Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Bt). Esta toxina es efectiva para controlar
larvas de H. virescens y Pectinophora gossypiella (Lepidoptera: Pyralidae)
(Saunders) (Koziel et al. 1993; Perlak et al. 2001). Sin embargo es menos

efectiva para controlar plagas importantes como H. zea (Maclntosh et al. 1990).
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A de mas de contar con Bollgard®, a partir del 2002 la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos de América aprobd el uso
comercial del cultivar Bollgard e (EPA, 2006) para los agricultores de dicho

pais (Akin y Layton, 2004).

Estos cultivares son de utilidad en las areas donde H. zea es una plaga
importante, tal es el caso de La Comarca Lagunera y Chihuahua (Martinez-
Carrillo y Diaz-Lépez, 2005). Debido a que expresar la d-endotoxina Cry1Ac vy
la &-endotoxina Cry2Ab, esta ultima es muy efectiva para el control de H. zea

(Sivasupramanian et al. 2005).

Retos del uso de cultivos transgénicos en el control de plagas.

El reto principal consiste en retrasar el desarrollo de resistencia en las
plagas objeto de control (Sims y Stone, 1991; Gould et al. 1992; Moar et al.
1995; De Maagd et al. 1999; Tabashnik et al. 2003; Luo et al. 2007). Para
mitigar el desarrollo de resistencia, se considera necesario que los agricultores
siembren con algodonero convencional areas de refugio adyacentes al
algodonero transgénico (Gould y Tabashnik, 1998; Diaz et al. 2005). Las zonas
de refugio tienen como funcion permitir el desarrollo de individuos susceptibles,

mismos que al llegar al estado adulto se espera copulen con aquellos que
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emerjan del algodonero Bollgard® y se reduzca el riesgo de resistencia. Las
proporciones de las areas a sembrar de Bollgard®: algodonero convencional
(refugio) que se han utilizado en México son 80:20 y 96:4. A la fecha, las
poblaciones plaga objeto de control por parte del algodonero Bollgard®
mantienen su susceptibilidad a la -endotoxina Cry1Ac, indicando la efectividad
del programa de manejo de la resistencia implementado (Rodriguez et al.
2005). Es probable que esta estrategia también se utilice en algodonero

Bollgard 11°.

Estrategias para el monitoreo de resistencia a cultivos Bt.

El conocimiento de la respuesta inicial de las poblaciones de insectos
plaga a las d-endotoxinas Cry1Ac y la &-endotoxina Cry2Ab es un requisito
indispensable para conocer la evolucion de la resistencia (Luttrell et al. 1999; Ali
y Luttrell, 2007). Los valores de respuesta que en el futuro se obtengan, se
comparan con los valores de respuesta inicial para conocer la proporcion de
cambio a través del tiempo (Zhao et al. 2001). Idealmente dichos valores
deberian determinarse para todos los insecticidas. Desafortunadamente, en
muchos casos, como en insecticidas sintéticos, se desconocen y por tanto se
dificulta conocer la magnitud del cambio a través del tiempo. Asi mismo el

conocimiento de la estructura genética de la poblacion plaga objeto de control.
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A través de la estructura genética se tiene un mejor entendimiento de los
mecanismos de comportamiento y de genético, flujo genético, hospederos
preferentes por posibles razas o lineas de insectos. La informacién en estos
puntos es indispensable tanto para los programas de manejo integrado de
plagas como para el desarrollo de estrategias de manejo de resistencia a

insecticidas sintéticos o cultivos transgénicos.

Lineas de investigacion enfocadas sobre el estudio de la estructura

genética en poblaciones de insectos.

La estructura poblacional de diferentes especies de insectos tanto
vectores de importantes enfermedades daninas para el hombre, como de
plagas de caracter econdmico de gran importancia, han sido estudiadas desde

el punto de vista molecular, usando diferentes sistemas de marcadores.

Dentro de las principales plagas estudiadas en este sentido se encuentran:

H. zea (Lepidoptera: Noctuidae).

Qifa et al. (2002), estudiaron la frecuencia de alelos por generacion en

poblaciones de H. zea dentro de areas regionales, encontrando una
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estabilidad en la frecuencia de alelos y heterozigosidad por generacion,
concluyendo que hay una gran cantidad de flujo genético y un bajo nivel de

diferenciacion genética dentro de la escala espacial de investigacion.

Gresala et al. (2005), analizaron la estructura genética poblacional de
H. zea con el uso de marcadores Microsatélites de secuencia sencilla repetida
(SSR), El resultado no fue contundente debido a que cada marcador genético
necesitaba temperaturas de anillamiento independiente. Asi mismo Perera et
al. (2007), ubicaron y caracterizaron 13 sitios polimdérficos en una poblacién
(n=96) de H. zea, colectados en maiz, Uutiles para el estudio de genética

poblacional en H. zea.

H. armigera (Lepidoptera: Noctuidae).

H. armigera y H. zea, son especies plaga, polifagas de gran importancia
en el Viejo y Nuevo mundo. Para la identificacion y separacion entre las dos
especies se recurre a diferencias morfolégicas en sus genitales, causando
controversia en repetidas ocasiones. Algunos autores las consideran como una

misma especie.
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Gajanan et al. (2007), estudiaron la estructura genética de H. armigera
y su relacién evolutiva con H. zea. Utilizando para el estudio las secuencias de
la region mitocondrial, citocromo ¢ oxidasa subunidad | (COIl). Ellos obtuvieron
secuencias de 511 pares de bases de longitud de individuos de H. armigera
colectados en diferentes hospederos cultivados en Australia, Burkinia Faso,
Uganda, China, India y Pakistan. Un solo nucleétido polimérfico (SNPs)
presente en COI, distinguié a las poblaciones de H. armigera en 33 haplotipos.
La distribucion de haplotipos entre continentes, los valores bajos de la prueba
estadistica de Fisher (Fst) en relacion a los haplotipos vy la baja diversidad de
nucleotidos entre continentes (0.0017 — 0.0038) sugieren que H. armigera es
una sola especie distribuida en Africa, Asia y Australia, capaz de viajar grandes
distancias. En relacién al estudio evolutivo, la baja diversidad genética en entre
especies y en los analisis de datos de las secuencias en H. zea, colectadas de
el Norte y Sur América, concluyen que H. zea es una sola especie. Asi como
también los resultados demostraron una distancia genética corta (alto
porcentaje de semejanza) entre H. armigera y H. zea; dichos resultados hacen
suponer que H. zea proviene de H. armigera, en un evento ocurrido hace 1.5

millones de anos.
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Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae).

Es una especie plaga de importancia econémica en diferentes cultivos
en el continente americano (Méndez et al. 2002, Yu et al. 2003). Este insecto
tiene un comportamiento altamente polifago, en el cual incluye diferentes
cultivos hospederos, tales como maiz, Zea mays L.; algodon, Gossypium

hirsutum L.,y arroz, Oryza sativa L.

En los Estados Unidos de América como en Brasil, con el empleo de
técnicas moleculares se han diferenciado dos ‘razas” o estirpes de S.
frugiperda, una asociada fuertemente al cultivo de maiz (Busato et al. 2002,
2004) y la otra al cultivo de arroz (Pashley et al. 1985, 1992; Pashley 1986).
Con la necesidad de un mayor entendimiento de la similitud genética entre las
dos razas (S. frugiperda) se han empleado diferentes técnicas moleculares

(Samuel et al. 2006; Jennifer et al. 2006; Clark et al. 2007).

Jennifer et al. (2006), se enfocaron a investigar la estructura genética de
S. frugiperda (J.E. Smith) y la distribucion de las dos razas (maiz y arroz) en
una parte de su rango de distribucién en los Estados Unidos de América.
Utilizando el gen COl y Il como regidon de analisis, obteniendo como resultado

fragmentos de 608 pares de bases para los dos regiones (COIl y Il), que
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diferenciaron a tres haplotipos de la raza de maiz y cuatro haplotipos de la raza
de arroz las cuales presentaban una divergencia genética de 0.66 a 0.99%.
Martinelli et al. (2006), estudiaron la variabilidad genética en poblaciones
de S. frugiperda asociadas al cultivo de maiz y algoddén en Brasil. Los
resultados sugieren la presencia de un alto flujo genético considerable entre las
poblaciones de S. frugiperda presentes en el cultivo de maiz y algodén
localizados en la misma region de Brasil. Asi mismo Clark et al. (2007),
estudiaron la variacidn genética poblacional del gusano cogollero en el
hemisferio occidental. Incluyeron para el analisis a 23 poblaciones colectadas
en México, Estados Unidos de América, Puerto Rico, Brasil y Argentina, con
objetivo de evaluar si la mayor variabilidad genética se encuentra dentro o entre
poblaciones de S. frugiperda. Los resultados de AFLP muestran que la mayoria
de la variabilidad genética esta presente dentro de la poblacion y no entre

poblaciones, indicando un escaso flujo genético.

Machado et al. (2008) analizaron las poblaciones de S. frugiperda en
areas del Sur de Brasil para investigar la presencia de las dos razas
previamente caracterizadas y si las mismas mostraban infestaciones
semejantes sobre las plantas hospederas (maiz, arroz), asi como también
determinar si la secuencia de la raza de arroz previamente identificada se

encontraba presente con mismo patron de desplazamiento en la misma
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distribucion asimétrica en las dos lineas de hospedero. Los resultados indicaron
que los haplotipos mitocondriales tipicos de la raza de arroz fueron
encontrados 100% en larvas colectadas de maiz, mientras el 83% de los
haplotipos tipicos de la raza de maiz fueron encontrados en larvas colectadas
de cultivo de maiz. Indicando que las poblaciones de S. frugiperda en Brasil y
Norte América son virtualmente indistinguibles con los marcadores ya
conocidos para la raza de maiz y arroz, debido a la existencia de una posible

hibridacion entre las dos razas.

Como hemos observado, para el estudio de la estructura genética

poblacional se emplean diferentes técnicas moleculares.

Al respecto en ainos recientes se ha utilizado al ADN ribosomal como una
herramienta en estudios filogenéticos y poblacionales en diferentes especies de

insectos.

El ADN ribosomal se encuentra  constituido por unidades repetidas
consecutivamente, en el cual cada unidad esta conformadas por tres regiones
que codifican el RNA ribosomal, los genes 18S, 5.8S y el gen 28S, separados
por regiones 0 espaciadores transcritos internos (ITS) no codificantes. Los
genes 5.8S y 18S de RNA ribosomal son separados por el primer espaciador

ITS-1y los genes 18S y 28S estan separados por el segundo espaciador ITS-2.
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Las secuencias de nucleétidos de los genes 18S, 5.8S y 28S demuestran altos
niveles de conservacion. En contraste, las regiones espaciadoras (ITS) son
menos conservadas y han sido fuertemente usadas en estudios taxonémicos y
filogenéticos, para diferenciar poblaciones que recientemente han divergido en
numerosos insectos de importancia econdmica (Hillis et al. 1986; Collis et al.

1996; Miller et al. 1996; Baffi et al. 2002)
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Abstract.

The genetic relatedness among Helicoverpa zea (Boddie) occurring on
different host plants (corn, sorghum and soybean) prevailing in northern
Veracruz and southern Tamaulipas Mexico, was studied using ITS regions. The
evolutionary divergence was found very high within the groups in both ITS
regions analysis; the minimum genetic divergence was 0.193 for ITS-1 and
0.002 for ITS-2 in individuals collected in corn from Tantoyuca Veracruz, similar
levels of divergence within and between groups in of ITS regions was evident in
individuals of corn, sorghum and soybeans from Tampico Alto Veracruz and
Estaciéon Cuauhtémoc Tamaulipas. The divergence overall was far below 1,
indicated that the majority of genetic viability is within a give group. Similar levels
of divergence between groups, minimum level of the mean evolutionary diversity
Interpopulational, which indicated that there was no significant genetic
differentiation between populations, as well as the coefficient of evolutionary
differentiation may indicate that the individuals collected from sorghum,
soybeans and corn, ware derived from a same ancestor. Furthermore,
comparing the relationship between genetic distances and evolutionary levels of
the H. zea; Phylogenetic trees constructed with MP method using ITS regions
data sets shoved that individuals from the same natural geographical
populations did not cluster together. These results suggest that there is litter
genetic structuring and geographical isolation in different regions. Instead, the
three geographical populations sampled seemed to be a part of a single large

‘megapopulation’.
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Introduction

The bollworm or corn earworm, Helicoverpa zea (Boddie) (Lepidoptera:

Noctuidae) is highly polyphagous, causing considerable economic losses in at
least 30 important crops in various countries from South to North America
(Metcalf et al. 1962, Mitter et al. 1993), especially of upland cotton Gossypium
hirsutum L. (Luttrell, 1994), it also feeds on a diversity of non-cultivated plants
(>76) (Blanco et al. 2007); Bollworm has developed resistance to certain classes
of insecticides (Teran-Vargas et al. 2005), and is perceived as a migratory
species. Due to these characteristics is considered a ‘megapopulation’, infesting
the entire American continent.

The population genetic analysis on H. zea in North America may provide
a better understanding of its dispersal; it can aid in monitoring the spread of
insecticide resistance, and can be useful for the implementation of area-wide
control programs. Little is known about the bollworm population structure within

and among crops and regions.

The objective of this study was to evaluate the molecular variability in H.
zea populations to investigate the genetic relatedness among H. zea individuals
collected from sorghum (Sorghum bicolor L.), soybeans (Glycine max L.) and

corn (Zea mays L.) fields at different sites in tropical area of eastern Mexico,
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using as genetic markers the internal transcribed spacers (ITS-1 and ITS-2) of

ribosomal DNA (rDNA).

Materials and methods

Field collections

Bollworm (Helicoverpa zea) larvae were collected from sorghum,
soybeans and corn (Table 1), placed in containers with 100% ethanol and stored
at -20°C until they were processed. Collections from corn were obtained in the
municipalities of Tantoyuca and Tampico Alto, Veracruz; larvae from sorghum
and soybeans were obtained in the municipality of Estacion Cuauhtémoc in the

state of Tamaulipas. All localities are within a radius of < 45 km.

Molecular Analysis

Total DNA was extracted from the thorax of individual larvae using the
Master Pure™ reagent system (Epicentre Technologies) following
manufacturer’s instructions, followed by a phenol/chloroform clean-up. The
purified DNA was quantified by spectrometry and stored at -20° C.

After DNA extraction, two separate ITS regions were amplified using
polymerase chain reaction (PCR): The oligonucleotide primer pairs used for
amplification ITS regions are listed in Table 2, they were constructed with

previously published sequences, submitted to GenBank. Amplifications were
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performed 25 ul reactions by using 50 ng of template DNA, 10X PCR buffer,
10 mM dNTPs, 50 mM MgCL,, 10 uM of each primer, and 1 U of platinum Taq
DNA polymerase (Invitrogen). The amplification was performed in a PTC-200
Thermal Cycler (MJ Research) using the following parameters: an initial cycle at
95 °C (4 min), 35 cycles at 95 °C (90 s), 50 °C (30 s), 72 °C (120 s), followed by
a final extension at 72 °C (4 min). The length of PCR products was estimated by
electrophoresis on 1.5% agarose gels, stained with ethidium bromide using a
molecular weight marker of 1 kb DNA ladder (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)
and visualized under low-intensity UV illumination using UVP’s (Upland,

California) Doc-It LS Analysis Software.

Cloning and DNA Sequencing of PCR Fragments

After determining the approximate size of fragments, these were excised
from gels and purified using the Wizard® PCR Preps DNA Purification System
kit (Promega, Madison, WI). Purified DNA fragments were ligated with PCR 2.1
TOPO® Plasmid vector (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) and three recombinant
clones from each sample were sequenced at the USDA-ARS Mid-South Area
Genomics Laboratory using an ABI 370x! instruments and BigDye version 3.1

(Applied Biosystems).
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Data Analysis

DNA sequences were assembled and aligned using Vector NTI
Advance " 10 software, followed by manual editing. Phylogenetic trees were
constructed using Parsimony method in MEGA program ver. 4.0 (Tamura et al.
2007), Statistical support for each MP tree was assessed with the bootstrap
resampling technique (Felsenstein, 1985) over 1000 replicates. Evolutionary
distances and Diversity Population were computed using the Tamura-Nei

method (Tamura and Nei, 1993) in MEGA4 program.

Results.

DNA amplification of all samples showed the presence of a unique PCR
fragment, with molecular lengths of 595 bp for consensus sequences of ITS-1
and 954 bp for ITS-2 region. Composition of the ITS-1 region was clearly of 332
parsimony- informative sites from 494 variables sites, and had a 48.8% G + C
content, for ITS-2 region was of 665 parsimony-informative sites from 751
variables sites, and had 54.8 % G + C content.

The genetic divergence value the 0.193 (ITS-1) and 0.002 (ITS-2), was found
within the conforming group of individuals collected in corn from Tantoyuca
Veracruz; this low level supports the possibility of low gene flow across this
portion of the H. zea range. Values high of divergence within groups (Grp-2, 3

and 4) and similar values between them in both ITS regions (Table 3-4), suggest
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that events, such as migration, provide opportunity for interbreeding and gene
flow in the three geographic regions.

Overall gene divergence averaged 0.576 (ITS-1) and 0.318 (ITS-2) found across
all groups (Table 3-4). The coefficient of evolutionary differentiation value among
all sampled populations was low in both ITS regions (Table 5), indicating a high
degree of within population variation and low variation among populations, as
well as the coefficient may indicate that the individuals collected from sorghum,

soybeans and corn, they were derived from a same ancestor.

Parsimony analysis, of the ITS regions data sets, three distinct strains were
obtained on ITS-2 region and two different strains in ITS-1 region, respectively,
with a similarity coefficient above 80% within them (fig. 1-2).

Phylogenetic trees constructed shoved that individuals from the same natural
geographical populations did not cluster together (fig. 1-2). For example,
individuals sampled in Tantoyuca Veracruz clustered with those from Tampico
Alto Veracruz and Estacién Cuauhtémoc Tamaulipas. Results indicated no
evidence of correlation between genetic distance and geographical, suggest that
there is litter genetic structuring and geographical isolation in different regions
the tree geographical populations sampled, seemed to be a part of a single large
‘megapopulation’. This is consistent with the known long-distance migratory
behavior of this insect. Results observed through allozyme by Lopez et al.
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(1984) and Qifa et al. (2002) suggested that genetic structure not vary over
generations in H. zea populations current in local and regional scales, indicating
stability in allele frequencies, heterozygosity and an extensive gene flow
occurring at both scales.

It is reasoned that the high genetic differentiation among individuals and low
differentiation among H. zea geographical populations may result from at last
two factors. First, when there is close relationship between the population
genetic diversity and the potential adaptability to environments. Increased
genetic diversity has been associated with higher fitness (Wright, 1997).
Migratory insects usually have higher adaptability to different environments
conditions and may encounter environments drastically different from the
habitats before migrate. Second, migration enhances gene flow, which can be a
powerful force maintaining genetic differentiation in the face of selection
(Bossart and Scriber 1995), or which can constrain differentiation and local
adaptation of subpopulation. Thus, migration may contribute to the maintenance

of genetic polymorphism in this highly migratory insect.

The results of the ITS analysis do not support Pashley (1986) suggestion that

divergence and genetic variation among populations collected from different

host plants might be due to host characteristics and adaptation.
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Furthermore, the Clades obtained with a similarity coefficient above 80% within
them, shoved that individuals from different natural geographical populations did
not cluster together to each other (Fig 1-2), This suggests that of difference
genetic within H. zea populations may be in function of strains partially
incompatibles to cause maybe the mates differential attraction signal of H. zea
females (Groot et al. 2007) and not to reproductive isolation among H. zea

population (Pashley et al. 1992).

In the current study, Bollworm Populations derived from different hosts in the
same area and populations collected from the same host but from different
areas were analyzed. This study represents the first comprehensive study of
Bollworm Populations from Mexico that aimed at detecting the presence maybe
of different strains either generated in sympatric, by host preferences, or in
allopatry, by the presence of geographic barriers. The Bollworm populations
collected from different host plants in Tantoyuca, Tampico Alto (Veracruz) and

Estacion Cuauhtémoc (Tamaulipas).
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Table 3. Estimates of Evolutionary Divergence of Helicoverpa zea occu- rring on
different host plants (ITS-1).

within

Groups Between Groups. Overall
N Grp-1Tcorn- Grp-2 com-TA Grp-3 sI(E)rghum-

Grp-1 corn-T 16 | 0.193

Grp-2 corn-TA 18 | 0.593 0.427

Grp-3 16 | 0.686 0.463 0.612 0.576

sorghum-E

Grp-4 18 | 0.722 0.580 0.644 0.704

soybeans-E

All results are based on the pairwise analysis of 68 sequences. Analyses were conducted using the Tamura-Nei method
in MEGA4.There were a total of 436 positions in the final dataset.
T= Tantoyuca Veracruz. TA= Tampico Alto Veracruz. E= Estacion Cuauhtémoc Tamaulipas. N = Sample size.

Table 4. Estimates of Evolutionary Divergence of Helicoverpa zea occu- rring on
different host plants (ITS-2).

within
Groups Between Groups. Overall
N Grp-1 corn-  Grp-2 corn-  Grp-3 sorghum-
T TA E

Grp-1 corn-T 16 | 0.002
Grp-2 corn-

0.480 0.263
TA 16
Grp-3 13 | 0.448 0.171 0.390 0.318
sorghum-E
Grp-4 19 | 0.333 0.253 0.430 0.361
soybeans-E

All results are based on the pairwise analysis of 64 sequences. Analyses were conducted using the Tamura-Nei method
in MEGA4.There were a total of 436 positions in the final dataset.
T= Tantoyuca Veracruz. TA= Tampico Alto Veracruz. E= Estacién Cuauhtémoc Tamaulipas. N = Sample size.

Table 5. Estimates of the Mean Evolutionary Diversity Population of H. zea
occurring on different host from Veracruz and Tamaulipas, Mexico.

ITS-1 ITS-2
Within Subpopulations 0.548 0.316
Entire Population 0.576 0.318
Interpopulational 0.028 0.002
Coefficient of Evolutionary 0.049 0.007
Differentiation

All results are based on the analysis of 68 sequences, using the Tamura-Nei method in MEGA4.
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Fig. 1. Phylogenetic analysis of ITS-1 sequence of H. zea. Consensus tree were inferred by the maximum parsimony and Bootstrap

values were based on 1000 replicates and expressed as percentages.
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Fig. 2. Phylogenetic analysis of ITS-2 sequence of H. zea. Consensus tree were inferred by the maximum parsimony and Bootstrap

values were based on 1000 replicates and expressed as percentages.
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Table 1. Samples collected from corn, sorghum and soybean, used in

the present study.

Coordinates

Locality Host (N) Latitude (W) Longitude C°C'|':t‘;2°"
Tantoyuca Ver. corn 21°22’10.95 98° 0449.79” 13/10/2007
Tampico Alto Ver. corn 22° 47.05” 97° 47°7.40” 14/10/2007
Est. Cuauhtémoc Tam. sorghum 22° 33'10.97" 98° 05'55.21” 15/10/2007
Est. Cuauhtémoc Tam. soybean 22° 37°09.06" 98° 09’55.74" 15/10/2007
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Table 2. Sequences used in developing oligos specific for ITS regions.

No.
Accession
Primer Oligo Sequence GenBank Insect References
ITS-1
311-5.8S-rDNA (5’-GCAGGACACATTTGAACATCGACAYTTC-3’) AF463459 Attacus ricini. Dou et al, 1987.
Forward DQ164784 Samia ricini. Mahendran et al, 2006.
DQ164787 Hyalophora cecropia. Mahendran et al, 2006.
DQ164788 Bombyx mori. Mahendran et al, 2006.
DQ164786 Gonometa postica Mahendran et al, 2006.
DQ179248 Lymantria xylina. Wang et al, 2005.
AF463459 Attacus ricini. Dou et al, 1987.
387-28S-rDNA (5-ATTCTTCCTGTTCGCTCGCCGCTACT-3)) AF423922 Hemileuca sp. Michael F. Whiting 2002.
Reverse AF423921 Galleria mellonella. Michael F. Whiting 2002.
ITS-2
310-18S-rDNA (5’- ATCATTTAGAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGT-3’) AF463459 Attacus ricini. Dou et al, 1987.
Forward DQ164784 Samia ricini. Mahendran et al, 2006.
DQ164787 Hyalophora cecropia. Mahendran et al, 2006.
DQ164788 Bombyx mori. Mahendran et al, 2006.
DQ164786 Gonometa postica Mahendran et al, 2006.
DQ179248 Lymantria xylina. Wang et al, 2005.
AF077013 Ostrinia nubilalis Marcon et al, 1999.
AY371192 Plutella xylostella MA J. et al, 2005.
EU057177 Helicoverpa assulta Li et al, 2007.
EU204143 Helicoverpa armigera  Kuracha et al, 2007.
AF395878 Bombyx mandarina Nho et al, 2001.
EU215423 Anthonomus grandis Roehrdanz et al, 2007.

312-5.8S-rDNA

(5’-GAARTGTCGATGTTCAAATGTGTCCTGC-3’)

Reverse

Note: 312-5.8S-rDNA = Reverse complement of 311-5.8S-rDNA.
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De acuerdo a los objetivos planteados y resultados obtenidos en este

trabajo, se llego a las siguientes conclusiones:

Las regiones ITS son utiles para el analisis de la estructura genética poblacional
de H. zea. La estructura genética generada de las dos regiones ITS, no mostro
una asociacion entre grupos formados y localidad de origen de los individuos,
tampoco hubo una asociacion positiva entre grupos y plantas hospederas
especificas. Esto indica un nivel bajo de estructura genética y aislamiento
geografico de los grupos formados, posiblemente a consecuencia de un
cruzamiento no selectivo entre los individuos y al comportamiento migratorio de

los adultos.

Con este tipo de investigacion se contribuye con informacion relevante sobre la
genética poblacional de H. zea y su dispersién entre cultivos, lo que fortalece al
disefio e implementacion de estrategias de manejo sustentable de plagas vy el

manejo de resistencia a insecticidas o cultivos transgénicos.

Por ejemplo, las plantas refugio en manejo de plantas transgénicas no
necesariamente deben ser de la misma especie que el cultivo. Esto puede ser
relevante si las plantas refugios alternantes son agrondmicamente mas

sencillas o su cultivo es menos costoso.
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