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Resumen

El Cédigo de barras de ADN esatécnicaque se basa el analisidde distancias genéticas par
identificar especies utilizando generalmente un segmento del gen Citocromo C OxX@iaxd)! (

Por ello, el presente estudaeterminé la variabilidad molecular y taxonémica de larvas y adultos
de algunas especies Colombianas de moscas de laAfiasiephaspp (Diptera: Tephritidae),
asociadas a tres frutales, en tres zonas de vida,@epartamento de Antioquia.

Se identificaron morfdigicamenten este estudio y verificadpsr el especialistaes especies en

cada uno de los frutales muestreadloBaterculusen Guayaba feijod.(sellowianal), A. striata

en Guayaba comuffr. guajabal.) y A. obliquaen Mango(Manguifera indica [}, Se destinaron
44individuos detresespecies de larvas colectadas en frutos y adultos que completaron su ciclo de
vida en el laboratorio de Biologia y sistematica de Insectos, se realiz0 un montaje de sus
estructuras diagnosticas en placas fijas con Euparal y se dejaron como voucher en el Museo

Entomoldgico Francisco Luis Gallego de la Universidad Nacional de Col@ela Medellin

Las 44 secuencias de nucledtidos obtenidas de las larvas y adulisstises especiesueron
comparadas con las bases de datos de Gen Bank y Bold Systems. La identificacion con base en
morfologiamolecular coincidio en un 100%. Se realimdvanalisis de distancia genética mediante
Neighbor Joining donde el dendrograma con secuencias obtenidas de las bases de datos para las
especies muestreadas de larvas y adultos mostro tres grupos altamente diferenciados con valores
de 98% de similitud pa A. fraterculus y A. obliquay 100% enA. striata. Se encontraron 23
haplotipos donde se combinaron larvas y adultos en los haplotipos idénticadosirtees, seig

21 de cada una de las tres especies con distancias genéticas intraespecif@z@ésyehBenientras

gue el valor promedio interespecifico fue superior a 7.9, por lo cualmmprdo que existe un
barcoding gap pues los valores inter e intra no se solapan. Y entre los tres grupos se encuentra un

valor de diferencia de 2.15% de divergiergenética.

Todo esto constituye un avance importante en la validacion de la metodologia barcode para la
identificacion de moscade la fruta en estado de larva y adulto en relacion con normas de

cuarentena que involucran este insecto plaga.

Palabras claves: ADN, Codigo de barrasrephritidae Anastrepha
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Abstract

The DNA Barcode is a technique that relies on the analysis of genetic distances to identify species
using a segment of the Cytochrome C Oxidase | (COX1) gene. Therefore, thet gtadgn
determined the molecular and taxonomic variability of larvae and adults of some Colombian
species oAnastrephaspp (Diptera: Tephritidae) fruit flies, associated to three fruit trees, in three
areas of life, in the Department of Antioquia.

Threespecies were identified morphologically this sty and verificatedby the specialist in

each of thdruit trees sampled iA. fraterculusn Guava feijoafgijoa sellowiana.), A. striatain
Guavacommon (Psidium guajavalL.) and A. obliquain Mango (Mangifera indical), 44
individuals of three species of larvae collected in fruits and adults that completed their life cycle
in the laboratory of Insect Biology and Systematics were assigned, their diagnostic structures were
assembled on fixed plates witbuparal and left as Voucher in the Entomological Museum
Francisco Luis Gallego of the National University of Colombia Headquarters Medellin.

The 44 nucleotide sequences obtained from the larvae and adults of the three species were
compared with Gen Banknd Bold Systems databases. Identification based on molecular
morphology coincided 100%. A genetic distance analysis was performed by Neighbor Joining
where the dendrogram with sequences obtained from the databases for the sampled species of
larvae and adtd showed three highly differentiated groups with 98% similarity value#\for
fraterculusand A. obliquaand 100% inA. striata Twentythree haplotypes were found where
larvae and adults were combined in the identical haplotypes one, two, three, ixarehch of

the three species with intraspecific genetic distances between 0.6 and 1.3, while the interspecific
average value was higher than 7.9, which is verified that there is a barcoding gap because the inter
and intra values do not overlap. And amahe three groups is a difference value of 2.15% of
genetic divergence.

All this constitutes an important advance in the validation of the barcode methodolagg for
identification of fruitflies in larva and adult state in relation to quarantiresrthat involve this
plague insect.

Keywords: DNA, Barcode, Tephritidaédnastrepha,



VI

Contenido.
LSS U] T o PPN \%
Abstracté ¢ é e € éééeééééeéécéeééeceéeééeéeéeeééeéeéeceV
LISEA 08 TIQUIAS. ....eee ettt ettt ettt e e et e e et e e e e e e nea e e X
LiSta de taDIaS. ... .ccu e XIII
T rgoTo (U oToi o] o FOR PSP PPPTRR 14
(@F=To]1 (0| (o T I 1Y/ F= T oo I8 {0 ol o J PR 17
1.1 COdigo de barra de ADNL...... ... e 17
1.1.1  Principdes usos del codigo de barras de ADN...........c.ooiiiiiiiiicceii e, 18
1.1.2  Limitaciones del cédigo de barras de ADN...............ooiiiiiiiiceeie e 20
1.1.3  Problematica actual sobre usel codigo de barras de ADN..........cccoooviieiiiiiiiiiiiieee e, 20
1.2 Utilizacion de marcadores MOIECUIALES..............veeiiiiiiieeee e 21
e A 1\ I g1 o o o |41 22
1.2.2 La secuencia del gen citocromo oxidasa | (COI) como cédigo de bartas..........ccceevvvnveernnnnn. 23
1.3 Caracteristicas generales y distribucion de Moscas de lafruta............ccccooeeveeeiiiinns 25
0 T S = g 111 N = o] 1o =P 25
1.3.2 Biologia, ecologia y ZoONas de VIiba..............uiiiiiiiiiicee et e e et e e e 25
0 20 T B 13 1 018 ol o o TP SPSURURRPPIN 30
1.3.4 Caracteristicas generales en Colombia de las especies estudiadas............ccccoeeevviiieeerennnnnn. 31

1.4  Estructuras modidgicas diagnosticas para la identificacion de estados inmaduros y adultos de

MOSCA A€ [A FIULA. ...evttei ettt e et e e e e e e e e e e e e e abaa e e e e e eeeenes 37
1.4.1 Caracteristicas de las larvas del gémanastrepha..............ccccovviiiiiiiice i 37
1.4.2 Caracteristicas de adultos hembras del gégastrepha............cccciiiiiiiiiiccc i, 43
1.4.3 Caracteres diagnésticos de machoAESIrEepNa............uiiiiiiiiiiii e a7

1.5 Identificacion de especies de moscas de la fruta utilizando técnicas de.ADN.............. 51
1.5.1 Uso de secuencias de ADN para la identificaciéon de moscas dealddria familia Tephritidae...52
1.5.2 Registros de secuencias de ADN de moscas de la fruta en Bold Systems.y Gen.Bank......... 56

(@F=To]1 (0 [o 302230\ [=1 (ol (o] [ o | - PPN 58

2.1  Colecta del material biolOgICO...........oiiiiiiii i 58
0 O B V== W L= YT (0 [T WO 58
2.1.2  MELOAOS U8 COIBCLA. ... ..ci i i e e e e e e e e e e e e e e 59

A o (o To = 1o 1= o o T 60

2.3 Identificacion taxonomica de las especies presegitidas zonas de estudio..................... 61

2.4 Identificacién molecular de larvas y adultos de moscas de la futa con base en el gen
mitocondrial citocromo OXidAaSa | (COD..cvuuniiiii e e e eeans 62



VI

2.4.1  ObtenciOn del ADN TOtAL........ccuuuiiiiiiiiie e e e e e ee e eaaans 62
2.4.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) ¥ SECUENCIACION..........uueiiiiiiieeeiiiiiaaaaaaeeeeiias 63
2.4.3 Visualizacion, purificacién y secuenciacion de productos de PCR...........uvvvviiiiiveneeeeviniiiinnns 63

2.5 Procesamiento de secuencias de ADN........coooiiiiiiiiiiiiee e e 64
2.5.1  ANAlISIS A€ 12S SECUBNCIAS. ........cvvuuiii et eeee e e e e e e e e e et e e e e e e etbeeeeertaananes 64
2.5.2  Verificacion de la identidad de SECUENCIAS............uuvriiieuiieerieireeeeiiriiriirieai s eesseeesessssnrnnnnnd 65
Capitulo 3: RESUIAUOS. ... ..ccieiiiii e e e e e et e e e e e et s e e eaaeeeennns 66

3.1 Diagndstico de las especies de moscas de la fruta encontradas en las tres zonas.de66da.

3.2 Identificacion taxonGmica de las espegessentes en las tres zonas de vida................. 69
3.3 Identificacion molecular de larvas y adultos de moscas de la fruta colectados en la zona de
=TS (1 Lo [ T PR 95
3.3.1 Alineamiento, composicion y divergencia nucleotidiCa.................uueiiieeeieiiieeeeiiiiiiiiiean, 98
CaPItUIO 4. DISCUSION.......uuiiieeeeieii ettt ettt e e et e e e e e et e e 130
Capitulo 5: Conclsiones y reCOMENdaCIONES...........uuiiiiiiieeeeicee e e e e e e rna s 133
6. Referencias BibliOgrafiCas...........iiiiuuiiiiiiii e e e e 134
A N 112 1 F PPN 143

Anexo A: Datos de muestreo y obtencion de larvas y adultos de mosca dela fruta en Guayaba
Feijoa (Feijoa sellowiana) de COPOICA Centro de Investigacion La Selva. Rionegrd

Antioquia. ColOMDIA. . ....ciiii e e e 143

Anexo B: Datos de muestreo y obtencion de larvas y adultos de mosca dela fruta en Guayaba
Comun (Psidium guajaba de Los Predios de la Universidad Nacional de Colombia Sede
Medellin. Medellin Antioguia Colombia............coouiiiiiiii e 144

Anexo C: Datos de muestreo y obtencién de larvas y adultos de mosca de la fruta en Mango
(Mangifera indica L) de La Finca Cantarrana Vereda El Espinal a un km del Centro

Agropecuario Cotové de la UniversidadNacional de Colombia En Santa Fe de Antioquia

Anexo D: Base de Datos de procesamiento e identificacion de muestras de larvas y adultos
de moscas de la fruta en las tres zonas de vida ncoaves taxondémicas de; Korytkowski.
2004, Hernandez Ortiz 1992, Berg 1994.Hernandez 2014............cooeeevviieeieeneeeeeinnn, 146



IX

Anexo E: Base de Datos de identificacion de secuencias de ADN de muestras de larvas y
adultos de moscas de la fruta en las tres zonas de vida en la plataforma de Gen Bank (GB) y
0] [0 I3V (=] 14 - PP TPPPTPTTR 157

Anexo F: Distancias genéticas de haplotipos de Lartvas y adultos Aefraterculus A. striata
Y AL OBIQUA. .. 161

Anexo G: Reporte de resultados de identificacion por el ICA, entidad encargada de la
vigilancia epidemiolégica en el territorio Colombiano de las tres especies de adgltde
moscas de la frutaA. fraterculus A. striatay A. obliquaen los tres frutales en tres zonas de
vida (Colectas de larvas que cumplieron su ciclo en laboratorio, realizadas entre 262@16,
Corpoica Rionegro Antioquia,(Feijoa sellowianal) Medellin Unalmed (Psidium guajaba)y
Santa fe de Antioquia Finca Cantarrana Manguifera indica)).............cccvevvviiniiiieenennnns 163



Lista de figuras

Figura 1-1: Duracion de ciclo de vida de moscaladruta..............cooeeeiiiiiiiieiiiiiiiiiiiiiiinns 27
Figura 2-1: Distribucién mundial de los principales generos............cccooovvvveieeeieieeeiinnnnns 30
Figura 3-1: Principales especies de moscas de lafeat América. Tomado de ICA (2010).31

Figura 4-1: Estructuras diagnésticas externas de larvas de moscas de la fruta.............. 38
Figura 5-1: Larva deA. fraterculuSWiedemani...........ccouuuuiieiiiiiieie e 40
Figura 6-1: Larva deAnastrepha Striata............cccuuuuiiiiiiiiiimiiiieeeeeii e 41
Figura 7-1: Larva deA. obliqua(MaCQUAIT).........ccuuruiiieiiiiiiieees e e e eeaees 42

Figura 8-1: A. obliqua(Macquart). (a) Hembra adulta, (b) Térax, (c) Subescutelo y
medioterguito, (d) Punta del ovipositor, (e) Vista general del.ala...................cooeeeeeeen. 44
Figura 9-1: A. driata (a) Hembra adulta, (b) Torax, (c) Subescutelo y medioterguito, (d) Punta
del ovipositor, (e) Vista general del @la...............ooiiiiiiiioieeiiie e 45
Figura 10-1: . A. fraterculus(Wiedemann). (a) Hembra adulta, (b) Torax, (c) Subescutelo y
medioterguito, (d) Punta del ovipositor, (e) Vista general del.ala...................cooeeueeeen. 46
Figura 11-1: Terminalia Macho d&nastrepha............cccooovevviiiiiieeeiieeeie e AT
Figura 12-1: Terminalia del macho de las especief\dastrephaAe: edeago; epa: epandrio;

gla: distifalo; Isur: surstilo lateral; msur: surstilo central; pre: prensisetas; pro: proctiger43

Figura 13-1: Genitalia de Macho dA. fraterculus.............coooeviiiiiiiiiiei e 49
Figura 14-1: Genitalia de Macho d&. Striata..............ccoeeiiiiiiiiiiieer e 50
Figura 15-1: Genitalia de Macho dA. obliqua...............ccooeiiiiiiiiiii e, 51

Figura 16-1: Localizacion de los muestreos de frutos de Guayaba fé&ijasellowiana)
Guayaba comurP(guajaval) y Mango (M. indical) en las tres zonas de vida................. 59

Figura 17-3: Proceso de obtencion de adultos de moscas de la fruta muestreadas en las tres

P40 4= ES30 (SR = PP RUPPPPUOPRUPPPPRT oo
Figura 18-3: LarvaA. fraterCulus............cooooeviiiiiiiiiiee e e e e eni e eenn O
Figura 19-3: Carinas bucaleA. fraterCulus...............ooiiiiiii i 70
Figura 20-3: espiraculos anteriores d&. fraterculus..............c.coooeeiiiiieeeniie e 70
Figura 21-3: Lobulo anal de Larva. fraterculus................cooiiiiiiiiieei e 71
Figura 22-3: espraculos posteriores de Lana fraterculus.............cccooeeeeiiiiieeeiiie e, 71

Figura 23-3: Espiraculo posterior de Larva fraterculus............coooooviiieiiiieee i, 71



Figura 24-3: Adulto HembraA. fraterCulus.............cooeiiiiiiiiiieie e 72
Figura 25-3: Ala Adulto HembraA. fraterculus...............cooooiiiiiiiieenieeceiie e A 2
Figura 26-3: Térax de Adulto HembrA. fraterCuluS...........cooooviiiiiiiiiiiiieiiieiii e 73
Figura 27-3: Ovipositor de Adulto HembrA. fraterculus.............cccoooiiiiiiiiiiiiineen 73
Figura 28-3: Punta del Ovipositor de Adulto Hemb#a fraterculus..............ccccccoeeiiiiieeen. 73
Figura 29-3: Adulto macho deA. fraterCulus..............oooieiiiiiiiiiee e 75
Figura 30-3: Ala de Adulto macho dA. fraterculus...............oouviiiiiiiiiiiie e 75
Figura 31-3:Escutelo de Adulto macho @e fraterculus................ooooviiiiieineiiiiiii s 76
Figura 32-3:Genitalia de Adulto macho de fraterculus(Vista lateral)...............cccccoeeiieee. 76
Figura 33-3:Genitalia de Adulto macho de fraterculus(Vista dorsal)...............ccccvvneenn. 77
Figura 34-3: Larva de A. STHATa. .......oooiieiiiii et eeaaes 18
Figura 35-3: Carina bucales de Larva d® StHataL...........ccuuuuiiieiiiiiiieiineeeeeeii e 78
Figura 36-3: Espiraculos anteriores de Larva Aestriata.............ocoevvvveiiiiiiieeiiiiiiineeeeens 79
Figura 37-3: LObulo Anal de Larva deéA. Striata.............cooeeveveiiiiiiiieeieceii e e eeeeas 79
Figura 38-3: Espiraculos posteriores de Larva 8estriata............c.ccoevevveveiiiieeeriineenennnn. 80
Figura 39-3: Espiraculo posterior de Larva d& striata..........ccooevvvieiiiiiieeeriiineeeee e 80
Figura 40-3: Adulto HembraA. Striata...........cceuuiiiiiiiicceeee e e e 81
Figura 41-3:Ala de Adulto HembraA. striata.............ooeeiiiiiiiiiiee e 81
Figura 42-3: Torax de Adulto HembraA. Striata.............ooveviiii i 82
Figura 43-3: Ovipositor de Adulto HembraA. driata..........cc.cooeevviiiiiiiiiiiee e, 82
Figura 44-3: Punta Ovipositor de Adulto HembrA. striata...............cccoooeeiviiieeeiiii e, 83
Figura 45-3: Adulto machQA. Striata.............cceceeiiiiiiiiiceee e 84
Figura 46-3: Ala de Adulto mach@\. striata...............cooueiiiiiiiiieeeri e 84
Figura 47-3: Torax de Adulto maché. striata................c.ccoeviiiiiiiiiii e, 84
Figura 48-3: Genitalia de Adulto machA. striata(Vista lateral)................ccccooeeeiiveeennnnnnn. 85
Figura 49-3:Genitalia de Adulto macha. striata(Vista dorsal)..............cccceeveeiiiiiieennnnnnn... 85
Figura 50-3: Larva,A. ObliqUaL...........oooiiiiii e 86
Figura 51-3: Carinas bucales de LarvA, obliqua................cooeeviiiiiiieiiiii e 86
Figura 52-3: Espiraculos anteriores de Larv, obliqua................cccooeeiiiiieeerin e, 87
Figura 53-3: LObulo Anal de LarvaA. obliqua..............cccooiiiiiiiiei e, 87

Figura 54-3: Espiraculos post®res de LarvaA. obliqua............cc.ccoiiiiiiiicenciii e, 87



Figura 55-3: Espiraculo posterior de Larva, obliqua..............ccooviiiiiiiiiiiiiiieee, 88
Figura56-3: Adulto hembra, dé\. obiqua.............coooiiiii i 89
Figura 57-3: Ala de Adulto hembra, d&. obliqUaL..........cccuuiiiiiiiiiie e 89
Figura 58-3: Térax Adulto hembra, dA. obliqua...........ccccoeviiiiiiiiieieeer e, 90
Figura 59-3: Ovipositor Adulto hembra, d&. obliqua...............coiiiiiiiiiiie s 91
Figura 60-3: Punta del Ovipositor Adulto hembra, Aeobliqua.............ccccceivieiiiiiiiniinnee. 91
Figura 61-3: Adulto Macho, deA. OBlIQUAL...........cooiiiiiiiii e 92
Figura 62-3: Ala Adulto Macho, deéA. obliqua..............ccooiii e, 92
Figura 63-3: Térax de Adulto Macho, d&. obliqua..............cccceeiieiiiiiiiii e a3
Figura 64-3: Genitalia Adulto Macho, dA. obliqua(vista lateral)...............ccooooeiiiiiiiennnnn. 93
Figura 65-3: Genitalia de Adulto Macho, d&. obliqua(vista Dorsal)..................cceeviiinnnnnn! 94
Figura 66-3: Gel de agarosa TE 1% con los productos amplificados de COI para las tres
especies moscas de la fruta caéets en las tres zonas de vida.............cccooeevviiiieneiii 99
Figura67-3: Al i neami ent o m%i tiple de 626 nucl e-
oxidasa |, para 3 especiesAleastrephgresentes en tres zonas d#avi............c.cceevvnnneens 100

Figura 68-3: Dendrograma de Neighbdpoining con el modelo K2P y bootstrapp de 10000

ti dos

réplicas, mostrando valores de bootstrap cuando estos son superiores al 50% en las secuencias de

ADN del fragmento CObarcode de las secuencias originales del Proyecto Anastrel 2628
Figura 69-3: Dendrograma de Neighbdoining con el modelo K2P y bootstrapp de 10000

réplicas, con valorede boostrap cuando son superiores @8en los haplotipos colombianos

del fragmento CQbarcode para tres especies de moscas de la fruta en tres zonas dea&a.



Xl

Lista de tablas

Tabla 1-1: Hospederos de moscas de [a frUla...........cooevviiiiiiiiiniie e e 28
Tabla 2-1: Clasificacion de zonas de Vida.............ccoooeeiiiiei 29
Tabla 3-1: Analisis comparativo de los caracteres de larvas maduras (tercer estadio) de algunas especies
de importancia econémica y cuarentenaria (Figuras 4, 5.).6).......cccoouiiiiiiiiiiiiieiiiiiiieeeee e 39
Tabla 4-3: Especies de moscas lddfruta identificadas en el area de investigacion: Adulto Herbra
fraterCUUS(WIdEMEINN) ... 72
Tabla 5-3: Especies de moscas de la fruta identificadas en el area de investigacion: Adhtialefac
fraterCUIUS(WIBHEMAINN).. ... e 75
Tabla 6-3: Especies de moscas de la fruta identificadas en el area de investigacion: LAnasttepha

L] (= | - VS 78
Tabla 7-3: Especies de moscas de la fruta identificadas en el area de investigacion: Adulto Aembra
RS L= 1= B o 1T =T 81
Tabla 8-3: Especies de moscas de la frigkantificadas en el area de investigacion: Adulto matho

RS L= 1= B o 1T =T S 84

Tabla 9-3: Especies de moscas de la fruta identificadas en el area de investigacionALarkblgua.86
Tabla 10-3: Especies de moscas de la fruta identificadas en el area de investigacion: Adulto hembra, de

N o] o] o [ = VPR 89
Tabla 11-3: Egecies de moscas de la fruta identificadas en el &rea de investigacidon: Adulto Macho, de
(o] ][ To {1 VS 92

Tabla 12-3: Detalles de colecta, montaje de estructuras (voucher) y cddigos de secdeniom
especimenes para los cuales se obtuvieron secuencias.COL...........cccovvviiiii e, 95



14

Introduccién.

Colombia es un pais megadiverso por la abundancia de plantas y animales en sus ecosistemas y
por la fertilidad de sus suelos, ya que seuentra en la zona tropical, y por ende, tiene grandes
oportunidades para la produccidon y exportacibn agropecuaria, gracias al dinamismo de los
mercados internacionales que se deriva de la globalizacion. (ICA, 2012).

No obstante, esta ventaja también muedr considerada un problema, debido a la abundancia de
organismos que afectan el intercambio de productos agricolas por su caracter de plagas
cuarentenarias, en este contexto, se encuentran las llamadas moscas de la fruta (Diptera:
Tephritidae), las cuat afectan una gran variedad de cultivos con potencial de exportacion. (ICA,
2010).

Organismos como éstos y en general los insectos plaga, deben ser identificados taxonomicamente
como punto de partida para la realizacion de un diagndéstico y posteribriekades de monitoreo

y control. Para ello, se necesita una serie de procesos de colecta y manipulacion, incluyendo la
intervencion de personal entrenado y en general de especialistas en determinacion de especies en
un laboratorio registrado, lo que clenia periodos relativamente largos para poder identificar con

exactitud una especie.

En este contexto, en Colombia, los estudios sobre especies de moscas de la fruta se han basado
principalmente en taxonomia morfologica y en general para atender dafian@zonente
importante y problemas cuarentenari¢BCA, 2010). La identificacion taxondmica se ha
sustentado en la mayoria de los casos, en pocos caracteres diagnosticos morfologicos y
principalmente del estado adulto, lo que podria influir en que sestdubeo sobreestime la
presencia y distribucién de las especies. Adicionalmente y en los casos de vigilancia como la que
se realiza en campo para la mosca de las frutas y a partir de la cual se estiman las medidas de
control, los tiempos de procesamientlas muestras y la dependencia de especialistas o personas
con entrenamiento especializado para la determinacién de especies y la obtencién de nameros
relacionados con su presencia, hacen complejo y costoso el proceso. En casos como éste, los

estudios bamdos en caracteres moleculares han sido de utilidad como apoyo en la determinacion
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de especies y en particular en la asignacién de individuos en sus formas inmaduras, frecuentemente
encontradas en campo, pero mas dificiles de identificar taxonomicameuats, determinada
especie. En el caso de la secuencia de DNA conocida como barcode, la cual fue usada en el
presente estudio, su utilidad es frecuente en el caso de especies animales, incluyendo insectos, de

importancia cuarentenaria.

Sobre la base del nocimiento acumulado en los ultimos decenios de estudios moleculares,
Hebert.et al (2003)sugirieron que la variacién en secuencias de ADN podria ser suficiente para
diferenciar, en cualquier condicién o estadwida, todas o al menos la mayoria de dapecies.

Esta teoria ha sido demostrado con mayor éxito en especies animales, de forma que la propuesta
del uso del gen mitocondrial citocromo oxidasa | (COI) como un sistema estandarizado para la
identificacion de animales ha sido extensivamente validgadtos mismos y en particular en
insectos. Esta metodologia se conoce como codigo de barras de ADN, por su analogia con el

codigo de barras empleado para identificar los productos comerciales.

Teniendo en cuenta que la taxonomia de las moscas deladraustenta esencialmente, en un
namero limitado de caracteres morfologicos, la valoracion de otras fuentes de caracteres, como los
moleculares, podria aportar informacién valiosa. En este sentido, en el presente trabajo, se propuso
como hipotesis queon base en la variabilidad molecular encontrada en las especies del género
Anastrephancontradas en tres frutales en tres zonas delaidetodologia del cédigo de barras

de ADN, podria ser considerada como una herramienta para apoyar las actividades de
identificacion de las especies moscas de la fruta en dichas especies. Esto seria valido para realizar
la asignacion de especimenes a una especie en los estados inmaduros encontrados en campo, sin
la necesidad de llevarlos al laboratorio para completaiicéwu biologico y sin la necesidad de

realizar da identificacidn con base en los adultos.

El trabajo se desarrollé considerando como objetivo identificar los individuos de las especies en
tres frutales muestreados en las tres zonas dedelddepartamdn de Antioquia asignar la
secuencia a individuos con identidad morfolégica previamente verificada y determinar la
capacidad de diagnéstico de las secuencias, incluso en restos de individuos o individuos

deteriorados, para su uso potencial como un marcadlecular. Esto se realizo estimando niveles
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de divergencia y usando como caracteres diagnosticos los nucleotiso y su variacion, en las

especies.

El trabajo aporta los resultados de variabilidamfologica y molecular para &specimenes del
géneroAnastrephay las tres especies halladas individuo a individuo. Los resultados sugieren el
uso potencial de la secuencia barcode para diferenciar las especies con base en los niUmeros y
procedencia de los individuos estudiados.
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Capitulo 1: Marco tedrico.

1.1 Cddigo de barra de ADN

La diversidad en el planeta se encuentra en una grave crisis global debido a la pérdida de especies
gue avanza a un ritmo acelerado. Los taxonomos han realizado un &adxlente al describir

mucha especies, sin embargo, el problema es que en el tiempo que se ha desarrollado esta
disciplina (aproximadamente 250 afi@®)p se han descrito aproximadamente un millon y medio,

siendo leestimacion del nimero total de al menos 10 millones. (Stoeckld,\2Bocca, 2007)

SegunHerbert et al.(2003) una de las causague agrava este hecho es la disminucion de
taxbnomos a nivel mundial, por lo que se pretende emplear nueetslos para el
reconocimiento rapido de espexi

El declinar de la taxonomia tradicional ha llevado a que la biologia moleculaeh&@@ grandes

avances, especialmente en el desarrollo de técnicas comealeciéh en Cadena de la
Polimerasa (PCR), conjuntamente @llo ha aumentado el niumero slecuencias contenidas

con base en datos online (HenBank y Bold Systems),d&uales a octubre de 2016 tenian

406.245 secuencias de especies animales consignadadasede datos que son de facil acceso,

y por tal motivo, han sido empleadas comenie¢ dedatos para identificar y diferenciar poblaciones

y especies. De esta manera, constituyen una he
taxonomia convencionalparasest udi o de |l a biodiversidad, c¢como
(Ebach & Holdrege, 2005)

Con base en estddebert et al(2003) adoptaron la técnica debdigo de barras del ADN, como

un método taxondémico estandarizado para identificar especies asjirbagado en eiso de
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secuencias cortas de ADN; para que personas no taxopoe@an determinar los individuos de
unaespeciesin necesidad de ser experto en el tema, previa asignacion de la secuencia cédigo de
barras a individuos determinados y vesdtios por el especialista como a una espgsieeckle,

2003.

Dentro de las metodologias que en biologia molecular permiten aproximarse a la identificacion de
individuos y/o de especies, los codigos de barras de ADN son un método de identificacion y
remnocimiento que utiliza una base de datos de secuencias de ADN estandatizendiest efal,

2003, Hebert et al, 2004Paz et al, 2011)

La metodologia del cdodigo de barras de ADN no es reciente, teniendo en clemgta héstoria
del uso de marcres moleculares (Ej: ADNr, ADNmt, aloenzimas.) persiguienchoigino fin,
sin embargo, lo nuevo es el aspecto referente a la estandarizacion de un marcador, segun

el organismo a utilizar. (animales, plantas, hongd4pritz & Cicero, 2004)

Se hace mucho énfaspgara el desarrollo correcto de estatodologia y en un muestreo que
abarque todo el rango de distribucion de las especies digjetstudio. De esta manera se podria
precisar los limites devariacion intaespecifica respecto a los interespecificos., aspecto

determinante para su aplicacion exitosa.

1.1.1 Principales usos del cédigo de barras de ADN

Estos codigos de barrag\v&n paradentificarespecies de plantas, animales y otros organismos
utilizando seuencias de ADN, con el uso de un mismo gen coraccador molecular y valores
iguales de divergencia genética segun la especie para todos los individuos, de acuerdo con el
estudio realizadgor Hebert et al(2003) Es posilte utilizar en cualquier estado de desarrollo
(huevos, larvas, juveniles, adultos); y en cualquier tejido patas, alas, abdomen, térax, también en

contenido estomacal o de excre{&oeckle, 2003

Es una herramienta importante en la deteccién y cod&odspecies invasoras, de plagas y

enfermedades que se propagan a plantas asi como las enfermedades que se transmiten por
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mosquitos al ser humandctualmente hay una gran cantidad de recursos en funcién de la
identificacién de todas la&species de vemtes de mosquitos que son agentes de infecciones, debido

a la enorme cantidad dmfermedades que son capaces de transmitir, provocando asi muchas
muertes cada afo. Se pusieron como meta el estudio de secuencias de 2800 espeg¥) de las
reconocidas %), en un periodo de dos afios. Por lo que esta herramienta y los avances al respecto
gue estan siendo evaluados, prometen ser muy (Rilgsmnimo, 2007)

Herbert et al.(2004) han retizado estudios donde han encontrado que la técnica de codigo de
barras de ADN ha resultado muy Gtil para delimitar espedigticas. Por ejemplo, existen especies
de LepidopteraAstraptes fulgeratgrque no son una sola especie sino diex.su parteStahls y

Savolainern(2008) revelan qudaetisvernusconstituyen un grupo, no una sola especie.

Se ha dado uso al cédigo de barras para identificar posibles biotipos del perforador del fruto
Neoleucinodes elegantali&Guenée) (Lepidoptera: Crambidae), una importante plaga de

frutas solanaceas andingSalazar et al, 2014)

Tambiénse ha usado el codigo de barras para monitorear y controlar los insectospalagas
ejemplo, elEntomdlogo Matt Greenstone con el ARS UEDA esta usando el ADINen
forma del coédigo de barrdsdel escarabajo de la patata para determinar la eficacia de varios

insectos predadores como agentes de control biolégico contra el escarabajo.

Cuando surgi6 la propuesta del codigo de barras del ADd#¢tablecid un consorcio internacional,
Consortium for the Barcote of Life (CBOL), con participantes del Museabisteria natural,
herbarios y diversas organizaciones de biodiversidad, cuyo fin princigaldieacion de una base

de datos con el codige barras de ADN de todas las especies identificadas morfologicamente,
ademas, conteniendo otras informaciones commabre cientifico, fotografias, nUmero de catalogo,
lugar de procedencia y otros datosrderés. Se crearamonjuntamente cuatro grandesmpafas
dedicadagsencialmente a lepidéteros (Akkps), peces (FisBol), aves (ABBI) y a organismos
articos de Canada (Canadian Art{§chindel, 2005)
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1.1.2 Limitaciones del cédigo de barras de ADN

A la hora de utilizar einétodo de codigo dearras de ADN para la identificaciéon de espedaes,
pueden presentar inconvenienteslificultades en grupos con ciertas particularidades. Algunas

consideraciones al respecto incluyen

Grupos de especies cercanos o compleigscorsecuenciaHebert,etal. (2003) no pudieron
identificar especies deorales y anémonas, por sengos de especies cercanos Yy tienen poca o

muy poca diversidad en su secuencia de nucleotidos.

Especies defmadas recietemente: En estos casos, edonde especies jovenes no se
diagnostiquen o aun no se conozearposible llegar a la definicion de la familia y género al
cual pertenece la muest(&toeckle, 2003)

Las Especies Hibrida€onsolo un gen y para identificaorrectamente una especienasy dificil
e impreciso. Esiecesario el uso de varios caracteres diagndsticos y el analisis de gri®Ss

mitocondriales y nucleare@®arber & Boyce, 2006)

Pseudogened:as copias inactivas dgenes, como el COI, que han sido transferidageabma

nuclear, muestran usualmente un gran nimero de mutaciones y/o deleciopasdguecomplicar
las identificaciones o definitivamente conducir el analisis a resulErdaseogBensasson et al,
2001, y Ballard y Whitloock, 2004)

1.1.3 Problemética actual sobre uso del cddigo de barras de ADN

De acuerdo coWences et al (2005y DeSalle,(2006) la metodologia deddigo de barras ha
tenido fuertesdiscusiones espediaente por taxdnomosjuienes asegurague no es posible
identificar especies basandosdaseente en un fragmento de gam embargoexisten muchas
investigaciones que prueban que la herramienta de cédigo de barras de ADN tiene gran
coincidencia entre faespecies identificadas por lo®todos taxonémicos tradicionales y por el

codigo de barras de ADN que pueden servir como taxonomia intagfdgbert et al, 2003 y 2004



21

Aun asj existe otro grupo depositores que enfatizan el inconveniente debéstar relaciones
filogenéticas confiables con un solo genomo marcdor. Brower, (2006) contradice la
investigaciénde Hebert et al.(2004) en Astraptes (Lepidoptera). No obstanke que se debe
aclarar es que, aunque no es posible establecer relacammes solo gen, este no es el objetivo
del codigo de barraedADN. Teniendocomo base &lajibabaei et al.(2006a) en sus estudios
con primats, dondeanalizaron que la metodologia de codigos de barra de ADN (COIl), no
suministra informacion suficiente para hacer filogenia o definir nuespecies, pero si sirve

para asignar especimeraesconocidos a especies conocidas.

Es importante en cualegur caso no usar los codigos de barras como Unica alternativa y sin el apoyo
y colaboracion de un experto. Sin verificacion de los especimenes a los cuales se les asigna el nombre
de una especie, por un especialista y la asignacion de la secuencigpedivserges revisados por el

especialista, no se hace confiable la determinacion.

1.2  Utilizacion de marcadoresmoleculares.

La biologia molecular ha permitido el estudio de las macromoléculas (Proteinas y ADN) y su
informacién genética que @gaconocenunmerosos aspectos de la historia y relaciones evolutivas
de los organismos. La taxonomia integrativa ha permitido utilizar los datos moleagdares
informacién de la etologia, ecologia, morfologia comparada, sistematalaontologia a

fin de tener una fiermacionmascompleta sobre la historia de las espe¢ivise, 1994)

Los caracteres utilizan secuencias de nucleotidos utilizando la herramienta de codigo de barras
de ADN COl, asi representan uno lde caracteresgaxondémicos para identificar espegiss

estudioayuda a establecer relaciones entre organismos de igual o diferente céa®gadanica.

Entre las ventajas mas importantes que prtaselos caracteres molecular€saur & Li, (2000)
enumeran las siguxes

A Son caracteres transmitidos genéticamente.
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J>\

Muchos genes son ubicuos y permiten estudiar las relaciones entre todas las

formas devida.

J>\

Constituyen una fuente Ailimitadad de cz:

J>\

Permiten realizar comparaciones a cualquier nivel de difer@cigenética.

J>\

Suvalor enlos estudios comparatives el mismo indistintamente del estadio de
desarrollo de que se trate.
A Constituyen una fuente de datos alternativa cuando la ausencia de caracteres

morfolégicoso las homoplasias conducen a resultadot@eersiales.

1.2.1 ADN mitocondrial.

Losorganismosucariotassalvounas pocas excepciones, presentan en sus células gran cantidad
de mitocondrias que funcionan cormransductoresle energia, que poseen un genoma propio y
gue son sede de procesos de sistpse garantizan su integridad y la de los complejos enzimaticos
gue participan en la fosforilacion oxidativa y en la cadena de transporte axt(dnise et al,

1987)

Segun,Okimoto et al (1992) la molécula de ADNmt animal es circular, de dobtadena,
covalentemente cerrada, excepcionalmente compacta con pocas 0 ninguna tegjénida y
carece de intronesuS3alla varia desde aproximadamente 14 Kpb en el nem@aeioorhabditis

eleganshastalos 42Kpb en el malscoPlacopectemagellanicis (Roche et al, 1990)

En la mayoria de los taxa, el ADNimhitocondrial)contiene los genes para las subunidades 12S

y 16S del ARN ribosomal, 22 genes de ARN de transferencia y para 13 genes de las proteinas:
citocromo b, las subunidades I, Il y Il d@mplejo citocromo oxidasa, lasibunidades 8 del
complejo ATPasa y lasubunidades-6 y 4L del complejo NADH deshidrogenasa de la cadena
respiratoria Ademas tiene una regideguladora o de control de los procesos de replicacion y
transcripcién. Deblo a estas caracteristicas las mitocondrias presentan su propio sistema de
replicacion, transcripcion, procesamiento de ARN mensajeros y traduccidatdmas(Boore,

1999, yWolstenholme, 1992)
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El ADN mt presenta algunas caracteristicas que haceegia molécula haya sido muy utilizada

tanto en estudios filogenéticoemo poblacinales al respectoAvise et al (1987)gaportan las

siguientes:

A

J>\

>\

Herencia maternalos linajes matrilineales pueden ser seguidos a lo largo del tiempo.
Ausencia de  recdmnacion: los linajes son unitarios, no hay mezcla de historias
diferentes.

Homoplasmiaun solo tipo de molécula por organismo

Tamafio efectivo pequefefecto mas rapido de la deriva genética

En muchos casos la evolucién de la secuencia es relatitamépida (en plantas no ocurre

asi). Segun Stoeckle et al(2005 ) ademas de estas particularidades existen 4 razones

fundamentales que hacen al genoma mitocondrial apropiado para la ideotifb@@species

A

Nunmero de copiasGeneralmente por cada célula existen dos copias del ADN nuclear,
sinembargohay de 100 a 10,000 genomas mitocondriales. Es mas exitoso recuperar
el ADN mt (mitocondrialle muestras pequefas o degradadas.

Gran diferenciacion entrespecies Generalmente la diferenciacion entre especies
animales relativamente cercanas es como pronulida 10veces mayor en genes
mitocondriales que en nucleares.

Poca diferenciacion intraespecificksto puede ser un reflejo de la pérdida rapida de
polimorfismo ancestral debido a la herencia materna o a un barrido selectivo (selective
sweeps).

Ausencia de introne€n animales los genes mitocondriales en muy pocas ocasiones
tienen intrones, por lo que la amplificacion de estos genes es usualmente mas simple

gue los genes nucleares.

1.2.2 La secuencia del gen citocromo oxidasa | (COIl) como codigo de barras

Por su partekressk & Erickson(2008) afirman que @ra que una regidn sea practica como codigo

de barras de ADN debe mplir con trescaracteristicas esenciales
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1 Contener una variabilidad y divergencia genética significativa al nivel de especie.

1 Poseer sitios flgueantes conservados de manera tal que permita el desadeollo
oligonucledtidosuniversales.

1 Tener un tamafale secuencia relativamente corto de forma tal que sea facil su
extraccion y amplificacionEl fragmento del gen mitocondrial que codifica para la
proteina citocromo oxidasa | (CQ§50pb) fue el primero empleado como cédigo de
barras, y con gran aceptagién lacomunidad cigtifica. Las pruebas hechas hasta el
momento en diferentes grupdemuestran que el fragmento de COI, puede ser Util y
suficiente para proveer un codigoaetro letras e innumerables combinaciones
para lograr la ideificacion deaproximadamente un 99% de las especies.
(Hajibabaei et al, 2005.

Se han propuesto otros genes cqmo ejemplo 16S para anfibiosste se debe a que ban
presentado dificultades ndas amplificaciones del gedOl, posiblemente por lar@sencia de
mutaciones en la region de union de los oligonucleotidos. Sin embégees et al(2005) lo
proponen como complementany@ quetambién han usado el 16S para delimitar especies cripticas
en cnidarios. Qbs genes propuestesn el gen mitocondrial citocromo b, las subunidades pequeiia
y grandedel ARN ribosomal nuclear (nSSU y 18S), los nucleares ITS, matK ypashiA, siendo

los dos ultimos empleados fundamentalmente en plantas, donde el genoma mitdoesdri
muy poco variable (Blaxter, et al 2005 Bhadury et al, 2006 Lemeraet al., 2007
Newmaster et al2007 Summerbell et 312007).
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1.3 Caracteristicas generales y distribucion de Moscas de la fruta

1.3.1 Familia Tephritidae.

El orden Dipteatiene mas de 100 familias, Tephritidae, a la cual pertenece la mosca de la fruta,

es la de mayor importancia econémica, comprende aproximadamente 4000 especies distribuidas
en areas tropicales y subtropicalé&e destacan los siguientes géneros poluimplagas
cuarentenariasDacus, Rhagoletis, Ceratitis, Bactrocera, Anastrepha y Toxotrypaes
integrantes de esta familia son conocidos cominmente como verdaderas moscas gadadata
consiceradoel grupo mas diversificado de todas las famiiead ephritoidea, representada por 471
géneros y 4257 especies. El génArastrephaconstituye el grupo mas diverso de todos los
Tefritidos nativos de América, con 197 especies descritas a la (&cmaez 2009.

Las moscas de la fruta son consideradasacel problema mas grave que afecta a la fruticultura
en el ambito mundial, debido a su abundancia y al nUmero e importancia econdmica de los
hospederos que ataca, en los que causa dafios directos (larvas en frutos) e indirectos (medidas

cuarentenarias)o que ocasiona pérdidas milloregi(Hernandez, 1992)

1.3.2Biologia, ecologia y zonas de vida.

Segunrel Instituto Colombiano Agropecuar{¢tCA, 2010) las moscas de la fruta tienen un ciclo

de vida completo (holometébola), es decir, atraviesan por cuatro estados biolégicos diferenciables:
huevo, larva, pupa y adulto.

De acuerdo con Gomé&2005) la mosca hembra una vez fecundada coloca sus hdebam de

la cascara d@s frutosen grupos de 10 B2. Loscuales se desarrollaran en un periodo de 2 a 7
dias en verano y de 20 a 30 dias en invigara luegpeclosionar como larvatlna hembra esta

en capacidad devopositarde 300 a 800 huevos en toda swavid

El estado larval atraviesa por tres estadios, con una duracion de 6 a 11 dias; dependiendo de las

condiciones ambientales, la larva madura del tercer estadio abandona el fruto, esta situacion es
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usualmente coincidente con su caida, la larva al aband@bifruto, se entierra a2 centimetros
de profundidad del suejmara empupar.a larva (0 gusano) tiene forma alargada y mide 10 mm
de longitud. Es de color blanco o blanco amarillent@émez 2005)

Segun elCA (2010), su longitud varia de 3 a 15 mm. Muestran forma ensanchada en la parte
caudal y se adelgazan gradualmente hacia la cabeza; son de color blanco a blanco amarillento. Su
cuerpo esta formado por 11 segmentiesips cualeres corresponden a su regténracica y ocho

al abdomen, ademas de la cabeza. La region cefalica presenta espinulas, y en algunos o en todos
los segmentos del cuerpo se observan bandas de ellas a su alrededor. La cabeza no se encuentra
esclerosada, es pequefia, retractil y en formeode. Y tiene uaduracion de 6 a 11 dias para
empupar. Las larvas de moscas ladruta se alimentan déa pulpade la fruta causando su

pudricion.

La pupa es una capsula cilindrica y puede durar entre 9 a 15 dias silas condiciones son
adecuadas (temperatura y humedad) o prolongarse por mas tiempo si estas condiciones no son
las 6ptimas. Durante esta fase ocurre la transformacion gradual en adulto al interior del pupario.
Una vez alcanzada la madurez fisiologica, el adulto emerge deigumenpiendo éste con el
Aptilinumd, que es una membrana ubicada en | a
para romper la piel del pupario y permitir la emergencia del adulto. El adulto puede llegar a vivir
hasta tres meses bajo condic®fevorables y tener hasta doce generaciones poLasiadultos

de mosca dda fruta salerde la pupa erbusca deaguay alimentos azucaradoflcanzan la

madurez sexuale 4a 5dias despuéde emerger de la pup@enasa, 2).

ADULTO: tiene el cuerpo amarillo, naranja, café o negro y combinaciones entre éstos, se
encuentra cubierto de pelos o cerdas, cabeza grande y ancha, recta o inclinada hacia atras; ojos
grandes, de color generalmente verde luminoso o violeta; ocelesdgs ocelares presentes o
ausentes; antenas de tipo decumbente que forman tres segsemtositas y presentan aristas;

aparato bucal con probéscide corta, carngSgura 11). (ICA, 2012)
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Figura 1-1: Duracion de ciclo de vida de mosca de la fruta

ADULTO
Inicio-oviposicién
8-10 dias

UP,
15417 dias

LARVA
k 13-20 dias /

Fuentelnsuastyet al (2007)

En general, GGmg2005) agrega que las hembras depositan sus huevos en el interior de los frutos,
en los tallos en desarrollo,bien en el capitulo de ciertas flores; las larvas se alimentan del tejido
hasta desarrollarse por completo y la pupacién ocurre usualmente en el suelo, o en las mismas
estructuras donde se alimentan; finalmente los adultos emergen para aparearsgay dastia

generacion.

Las moscas adultas después de 2 a 5 dias de emergencia alcanzan la madurez sexual; los machos
se concentran en algun punto referencial del arbol frutal, formando un agrupamiento de machos
conocidos como il e kignicay ligertae unalfaeronmoraa sexualpard t@atarmer  r
llamar la atencion de las hembras que se encuentran en los alrededores. La hembra elige un macho
como pareja, apartandolo del grupo y procediendo al ritual de apareamiento. Es dificil observar

moscas henrias y machos en el campo cuando estanlaoga (Gomez, 2005)

Estas son algunas caracteristicas morfolégicas de larvas de moscas de la fruta descritas por la

direccidén general de sanidad vegetal de moscas de las.ftBemsica, 2010)
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Hospederos

Son considerados aquellos frutos de pericarpio blando en los cuales las hembras de las moscas de
la fruta depositan sus posturas en forma natural, permitiendo el desarrollo del estado biolégico de
la larva, ocasionando leses, dafios y pérdidas al valor comercial del fruto. Los hospedantes
pueden ser primarios o secundarios, dependiendo de la intensidad de preferencia que tiene cada
especie de mosca de la fruta para completar su estado biolégico de larva. ()l abfalds
hospedantes primarios, la mosca desarrolla generaciones sucesivas y en los secundarios le permite
alternar generaciones cuando no se encuentran disponibles los primarios. Se denominan
hospedantes alternantes a aquellos que permiten a la plaga mantererde no existen

hospelantes primarios ni secundarigkCA, 2010)

Tabla 1-1: Hospederos de moscas de la fruta

Familia planta Especie mosca
Fabacedguama) A. distincta
Myrtaceae (guayaba A. stiata, A. fraterculus, A. suspensa
RutaceaeNaranja, limén, mandarina) A. ludens, A. fraterculus
Sapotaceae (nispero) A. serpentina, A. leptozona
Anacardiaceae (mango) A. obliqua A. fraterculus
Bombacacea&Zapote de los Andes) A. quararibea, A. meronota
Euphorbiaceae (yuca) A.manihoti , A. pickeli, A. montei

Fuente ICA 2010

Para determimauna «zona de vida» se debehtener primero la temperatura media y la
precipitacion total anuales y también disponer de la altitud del lugar y hacee usodihgrama

de clasificacién de zonas dla (Tabla 21).

Primero debedeterminarse la biotemperatura promedio anual, a partir de las temperaturas

promedio mensuales, con las correcciones sefialadas para &s poesiebajo de cero y una
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correccion paa los que superen los 2@ en funcion de la latitudsg =t [3 * grados latitud/100)
* (t i 24Y] (donde t = es la temperatura media mensuab ¥ biotemperatura media mensual).
(An6nimo).

Después, hacielo uso del diagrama, se debacontrar epunto donde se intercepten las lineas

de biotemperatura y precipitacion, que sefala la pertenencia a un determinado hexagono, en el que
estangrafiadodos nombres de la vegetacion primaria que existe, o que deberia existir si el medio
no hubiese sido altado, de modo que los nombres se refieren a la vegetacién natural climax que
hay o que podria haber en el lugar determinado. Después se observa el piso altitudinal al que
pertenece la zona de vida (a la derecha del diagrama) que esta determinado feoetasadien

la biotemperatura. Por ultimo, se obtiene la region latitudinal (en la escala vertical del lado

izquierdo), cada una con un equivalente en el piso altitudinal del lado derecho del diagrama.

Cuando se representan en un mapa, las zonas dee\sééialan mediante un color y el uso de unas
siglas, formadas por dos grupides letras separadas por un guiél primer grupo, en minusculas,
corresponde a las iniciales del nombre dado a la humedad, el segundo, en mayusculas, a la inicial
de la biotempratura; por ejemplo: bosque humedo Tropical, se rotularia coifio bh

Tabla 2-1: Clasificacion de zonas de vida

Clases de zonas de vida del sistema de Holdridge

Denominacion Denominacion
01 Desierto polar 21 Bosque humedo templado calido
09 Bosque boreal muy hiumedo 22 Bosque muy humedo templado ca
10 Bosque boreal pluvial 23 Bosque pluvial templado calido

14 Bosque humedo templado frio 27 Bosque sco subtropical
15 Bosque muy humedo templado - 34 Bosque muy seco tropical

16 Bosque pluvial templado frio 35 Bosque sectropical

Fuente:(Andnimo).
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1.3.3 Distribucion.

En la figura 2 se muestra la distribucion mundial del Genero Anastrepha (Gary 2010)

observandose questipresente en tax$ los continentes.

Figura 2-1: Distribucién mundial de los principales géneros

i Economic Fruit Fly Origins ko
PR 4 e

T €L, o Anastrepha &
e — Bactrocera —=>=
Ceratits

Dacus

Fuente: Gary J Stec, 2010

Fuente: ICA(2012) Plan de manejo de moscas de la fruta.

En el mundo existen alrededor de 4000 especiesodeasn de la fruta; de éstas aproximadamente
20 especies son de importancia econémica por constituir plagas de caracter cuarefi@hario
2010) (Tabla 3).

El géneroAnastrephaSchiner representa uno de los Taxa mas Imptasadentro de la familia
Tephritidae, tanto por su diversidad de especies como por su status como plaga agricola. Este
género de origen neotropical, tiene su origen en el Amazonas y presenta una afinidad por las zonas
tropicales y subtropicales. Se enduenlistribuido desde el Norte de Argentina hasta el Sur de los
Estados e incluye especies de gran importancia econémica. Ya que limitan la produccion,

comercializacion y exportacion de frutéCA, 2012)
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Figura 3-1: Principales especies de moscas de la fruta en América. Tomado de ICA (2010)

Especie Numero de Paises

1. Ceratitis capitata 20
2. Anastrepha fraterculus 21
3. A. ludens 20
4. A. obliqua 26
5. A. serpentina 26
6. A. striata 12
7. A. suspensa 13
8. A. grandis 5

9. Toxotrypana curvicaud: 10
10.Bactrocera dorsalis 1

11.B. carambolae 2

FuenteiCA, (2010.

1.3.4 Caracteristicas generales en Coloma de las especies estudiadas

El géneroAnastrephaSchiner representa uno de los taxa mas Importantes dentro de la familia
Tephritidae, tanto por su diversidad de especies como por su estatus como plaga agricola. Este
género de origen neotropical, tiene su origen en el Amazonassgmpa una afinidad por las zonas
tropicales y subtropicales. Se encuentra distribuido desde el Norte de Argentina hasta el Sur de los
Estados e incluye especies de gran importancia econémica. Ya que limitan la produccién,

comercializacion y exportacion deitas.(HernandezOrtiz 1992.

Segun Arévalo y Gonzalg2002) de las 185 especies conocidas en este género, menos de 10%
es registrado en Colombia, segun algunos estudios realizados en el pais, tendientes @ tinocim
de las especies de moscas de las frutas y sus plantas hospedantes. Entre estos trabajos, los estudios

realizados por Murido reporta fraterculusen café yA. striataen guayaba, naranjo y mangu
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los estudios de Gallegmgistra parael pais lasespeciedA. pallidipennls Greene A. distinta
Greene, A. mombinpraeoptenSein @. obliqug; A. silvaeGreene A. pickeli quienes, ademas
sugieren la posible existencia de grandis(Macquart). En el estudio realizado, mediante la
técnica de muestrem &0 municipios del departamento, encontraron moscas de las frutas en todos
los pisos térmicos y durante todas las épocas del afio, atacando tanto frutales cultivados como

silvestres.

Martinez y Serngd2005) afirman qe para Colombia se han identificado hassa fecha, 27

especies del génednastrepha

Arévalo y Gonzale£2002) mencionan que en estudios realizados en 23 munidpidsitioquia

se registran ese trabaja preencia de 16 especies del génanmastrephalas cuales @ conjunto

con otros reportesnecremenan el nimero de especies de egb@ero a un total de 19 en el
departamento. &0s mismos autores, registrias especieA. striata, A. fraterculusy A. obliqua,
como lasmascomuwnes en esta region de Colombia

De igual manera, seportan tres nuevas especias del géeAeastrgphapara el depaamento de
Antioquia y el paisA. matertelazucchi(Municipio de Angelépolis)A. caudateStone (Municipio

de Sonsdny A. sp. Nov cerca de Montei (vhicipio de Barbosa) y determinan que las localidades
ubicadas entre los 1.000 y 2.000 m.s.n.m. (zonas de BayliimhP) fueron las que presentaron
una mayor diversidad de especiesgistrandose hasta 10 especies @argenados municipios.
En relacion con los grupos infragenéricos, estos autores mencionan que en ehgéasegspha

el grupofraterculus ( A.sp. complejo fraterculus, A. distincta, A obliqua, A. matariedia! que
presenta un mayor nimero de esgeen eDepartamento y el que mayor importancia econémica
puede representar para la producdinicola regional, no so6lo por su efecto directo para la
produccion de los diferentes hospederos cultivados, sino tambg@m su importancia
cuarentanaria, lacual restringe mercados importantes del ambito internaci¢Aedvalo &
Gonzalez, 2002)

Por su parteArévalo & Gonzalezreportanen el afio 2002la presencia de 19 especies de
Anastrephaen el departamento de Antiogwasdialan 15 hospederos identificados de estas

especies. Basados en los programas de monitoreo adelantados por el ICA y los diferentes reportes
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existentes sobre esggnero en el pais, se relaciamatotal de 47 especies é@mastrephgpara
Colombia, siendo k& de mayo importancia econdmica por smpacto en algunas especies
fruticolas o por las restricciones cuarentenarias, sp., Complejofraterculus, A. obliqua, A.
striata, A. serpentina, A. grandis.

La especie que presenta un mayor nimero de hosget@responde Anastrephasp. complejo
fraterculus seguida por la espedfe obliqua De igual manera, se ha observado la preferencia de
determinadas especies de moscas, por una determinada especie fruticola, tal es eAcaso de
nunezaepor las plantagle la familia Bombacacead,. serpentinapor plantas de la familia
Sapotacead. striatapor plantas de la familia Myrtaceak, rhaediaeen plantas de madroiia,
grandisen plantas de la familia CucurbitaceAeabliquaen plantas de la familia Anacaadeae

(mango y ciruela)(Gomez et al, 2008)

Todas las variedades de fraitdtricas, excepto algunas especies, son atagaatdarvas de moscas

de la fruta El pomelo es el hospedero preferidmn®l segundo lugar. La pera, el melocotén, y la
manzanase prefierenentre los hospederos de hojas caducas, y el zapote blanco y el mango se
prefieren entre las frutas subtropicales. Otros hospedenm®sca dela fruiacluyen: memobrillo,

la manzana, la chirimoya y el mamey. Otros hospedantes haataxhus bajo condiciones del

laboratoriq incluyendo cactus, platanos, tomates, pimientas, calabaza y (i&l#g<2010)

Segun la péagina oficial del IC&012) las especies de moscas que mastah a los frutales de
Colombia son Anastrepha complejo fraterculus, A. grandis y C. capitata (Mosca del

mediterraneo), las cuales atacan frutales como: mango, guayaba y feijoa.

De esta forma, & distribucion altitudinal de moscas de la fratalas congtiones climéaticas del

pais segun el boletin epidemioldégico de moscas detkadruel 2009A. obliquase localiza con
preferencia en clima calido, siguiendo ésta la ubicacién altitudinal de sus hospederos primarios.
La familia de frutales mas comunmermgsociada con esta especie de mosca es Anacardiaceae

(principalmente mango
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Asi mismo, egtn el Boletin @idemioldgicq resultados de vigilancia fitosanitaria sobre la mosca
de la futa A. dbliqgua(Macquart)y A. striatasegunrel ICA, (2009) son las denayor distribucion
altitudinal (3002.444 msnr)). Martinez y Serng2005) y Castafieda et a2010) notificaron
registros deA. fraterculus A. dbliquay A. striataa los 2.600 msnm, atribuyéndolo a la presencia
de hospederos en la zona; igualmente, en el trabajo de Aréval(l&Bd)A. obliquay A. striata
fueron capturadas desde los 0 hasta los 2.500 thitdel ,amientrasA. fraterculuslo fue desde los
1.000 hasta los 2.500 msnm.

Korytkowski (2004) argumenta que los reportes paraobliquapor encima de los 1.200 msnm
deben ser considerados como de baja ocurrencigrifaer factor que debe incidir sobre la
distribucion altitudinal de las especiesAlgastrephaes la presencia de su hospedérostriata,

la tercera especie con amplia distribucion altitudinal, esta asociada principalmente con guayaba y
se distribuye gjuiendo lgpresencia dsu planta hospedera. La especie predominante en las zonas
bajas edA. obliqua la cual se asocia principalmente con mango y especies del @gpwrdias

su distribucion en Atioquia esta asociada con la presencia ocasional dehesfmederos en zonas

de altitud media, aunque probablemente esté asociada arotatssfademas de los indicadas
fraterculusha sido reportada en cafetales de Narifio, Santander, Valle del Cauca, Cundinamarca y

Antioquia.

Anastrephaes considerado género mas diverso de los Tephritidae nativos de América, presenta
hasta la fecha un total de 197 especies descritas, que se ubican en $bgngstudiadoy

otro de ubicacion inciert@HernandezOrtiz 1992 y Martinez & Serna 20Q5aboranun listado

de 46 especies presentes en el territorio colombiano, a través de una extensa consulta de literatura
nacional e internacional de digaciones que involucran refes del género en pais. De las 197
especies damente siete se consideran de impartarecondémica; y de éstas solo cinco se
presentan en ColombiA: grandis A. fraterculus, A. obliqua, A. serpentigaA. striata(Martinez

& Serna, 2005)
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Conbaseenestas premisas biogeogréficas seatreo de caractersmapomaficos, Korytkowski
(2004) propone laorganizaciordel génerdAnastrephaen los siguientes 18 "grupos"; en su mayor
parte definidos de la siguiente manera:

1. Grupodaciformis 10. Gruposerpentina 19. Grupocaudata
2. Grupograndis 11. GQupostriata

3. Grupocryptostrepha 12. Grupomucronota

4. Gruposchausi 13. Grupohastata

5. Grupodoryphoros 14. Grupdraterculus

6. Grupobenjamini 15. Gruponigripalpis

7. Gruporobusta 16. Grupdeptozona

8. Grupodentata 17.Grupopseudoparallela

9. Grupopunctata 18. Grupospatulata

Al grupostriata pertenecen 3 especies que:ForbistrigataBezzi, 1919A. ornataAldrich, 1925,
y A. striata(Schiner, 1868

El Grupo del complejdraterculuscuenta con 43 especjes subgrupos (SubGrupoaterculus,
Subgrupodistinctg Subgrupoquiinaé entre ellos el SubGrugaaterculuscon 18 especies entre
las cuales se encuentrah, amitaZucchi, 1979A. ampliataHernandez, 1990A. antunesLima,
1938,A. canalisStone, 1942, A. compress&tone, 1942A. coronilli Carrep y Gonzalez1993,
A. elegansBlanchard, 1937 A. fraterculus(Wiedemann), 1830A. guianaeStone, 1942, QA.
irretita Stone, 1942A. obliqua(Macquart), 1835A. perditaStone, 1942A. reichardti Zucchi,
1979,A. sororculaZucchi, 1979A. suspensélLoew), 1862 A. turpiniaeStone, 1942A. turicai
Blanchard, 1961A. zuelaniae(Stone, 194p

Como se podra notar, la espegidraterculugWiedemann), 1830 4. obliqua(Macquart), 1835

pertenece al mismo subgrupo, por tanto,morfolégicamente son muy parecidas.

Del Subgrupodistinctadel complejofraterculustiene 14 especies entre las cuales se encuentran
A. bahiensid.ima, 1937 ,A. barbiellini Lima, 1938,A. colombianaKorytkowski & Orduz n.sp
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A. duguetiaeKorytkowski n.sp A. distinctaGreene, 1934A. ludens(Loew), 1873 (A. lathana
Stone, 1942)A. macraStone, 1942A. manizalensidNorrbom, Korytkowski & Orduz, 27A.
minensid.ima, 1937, 28A. palaeStone, 194A. schultzBlanchad, 1938 A. teli Stone, 1942A.
townsendiGreene, 1934A. zenilda€Zucchi, 1979

En el Subgrupo quiinae del complejofraterculus se encuentran 11 especies erglias A.
belenensiZucchi, 1979A. bondariLima, 1934 A. busckiStone, 1942A. fractura Stone, 1942
A. tumidaStone, 1942A. flavipennisGreene, 1934A. inca Stone, 1942A. matertellaZucchi,
1979 A. quiinaeLima, 1937 A. sylvicolaKnab, 1915A. teretisStone, 1942.

Segun Korytkowski (2004) los requerimientos sobre informacion biolégica, distribucion
biogeograficas y ecologica resultan imprescindibles para un mejor entendimiento y aplicacion del
concepto de especiglasaun, studios cariologicos e isoenzitiwds llevados a cabo por algunos
autores, parecen demostrar la existencia de especies "sibling" (o especies gemelas) dentro del
concepto que actualmerdge pose@ara ciertas "especies” como parece ser el caso aaiqua

A. A.fraterculus A. ludensy A. distincta las notables diferenciasomfolégicas de ciertas
poblaciones deéA. fraterculusasi como sus caracteristicas de "agresividad", parecieran estar
demostrando que las actualmente consideradas "poblaciones" de Brasil, Perd, Ecuador y
centroamericanas, asi como también las poblaciomgsocg sudamericana d&. obliqua los

pocos especimenes conocidos Aleludensrecuperadosnas alld de su rango conocido de
distribuciéon (Costa Rica y Colombia), las diferencias en el tamafio del 7E tergosternito y apice del
aculeus dé\. distincta pudiean corresponder a evidencias de m#sde una especiestasiendo

interpretada errbneamente.
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Estructuras morfolégicas diagn&ticas para la identificacién deestados inmaduros y
adultos de nosca de la fruta
1.4.1 Caracteristicas delas larvas del gnero Anastrepha

HerndndeZ2014) describe ldarva demosca de ldruta de la siguiente manera:

f( é )u loBgitud varia de 3 al5 miuestran forma ensanchada en la parte caudal y se

adelgazan gradualmente hacia laeza) son de color blanco a blanco amarillento. Su

cuerpo esta formado por 11 segmentos; tres corresponden a su region toracica y ocho al

abdomen, ademas de la cabeza. Las caracteristicas que se utilizan para separar a las

diferentes especies de larvas desoas de la fruta soforma del espiraculo anterior,

nYamer o de d2gitos espiraculares, n¥mero

Segun Berd1994) estas son lasacacteristicas taxondémicas @e llarvasle moscas de la fruta

(Figura 3)

de

Las carinas bucalesson una serie de membranas carnosas con la apariencia de

abanico y se encuentran ubicadas en la abertura oral.

Los espiraculos anterioresSe encuentran en la region lateral del primer segmento

torécico y se unen a los espiraculos posteriores por intermedio de una larga traquea
gue practicamente cruza toda la longitud de la larva. Estan formados por una serie
de pequefios tubitos o digitos que varian en niumero y disposicion segun la especie.
Los tububs de los espiraculos anteriores desembocan en una camara filtradora que

se conecta luego a la traquea.

Los espiraculos posterioresEstos 6rganos estan ubicados en el Gltimo segmento
abdominal méas cerca de la region dorsal. Estan constituidos pordragab que

se ubican sobre una placa espiracular. Los bordes de las aberturas son muy
esclerosados y su grosor varia segun la especie. Alrededor de las aberturas de los

espiraculos existen cuatro grupos de pelos espiraculares, dos laterales, uno dorsal y



38

uno ventral. Cada grupo estd formado por un nimero determinado de pelos que

varian en longitud ypimero segun la especie.

A Los l6bulos analesSe encuentran ubicados en la parte posterior de la larva, es un
organo de dos partes, redondeado, carnoso y penia que es la terminacion del
canal alimenticio. De acuerdo can division, pueden ser bifidos (dividido en
cuatro partes), enteros (dividido en dos partes) o semibifidos (se divide

parcialmente en cuatro partes) segun la especie.

Figura 4-1: Estructuras diagndésticas externas de larvas de moscas de la fruta.

Fuente: (Hernandez, 2014)
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Tabla 3-1: Analisis comparativo de los caracteres de larvas maduras (gste€lig de algunas

especies de importamcecondémica y cuarentenaria (Figuras 4, .y 6

Longitud _ u Espiraculos Procesos )
_ Carinas  Espiraculos ) ) Lébulos
Especie de la ) posteriores espiraculares
orales anteriores _ . anales
larva (longitud de las (ndmero de
aberturas) ramificaciones)
con10a17
troncos largos; SP
Complejo Il generalmente
de espe@s 7al0 con 6 a troncos;
' Enteros
A. filas aberturas de
fraterculus longitud 2,5 3,5
veces mayor que i
anchura
Dorsal y entral: 14
20 ramas
471 5 veces mas muy largas parcialmente
Anastrepha 117 17 ] o
] 77 9mm 518 . largo que Mediales: 610 ramas  bifidos o
striata digitos
Ancho muy enteros
largas
Bases muy anchas
Dorsal y ventral: 10
12 ramas
3.5- 4 veces mas
Anastrepha 127 15 largas
] 871 10mm 77 10 . largo que ] enteros
obliqua digitos Mediales: 611 ramas
Ancho
largas

Bases angostas

Fuente( Hernandez2014)



Figura 5-1: Larva deA. fraterculusWiedemann

SEGMENTOS

Area vertical fusiforme

Filas de espinulas dorsales
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ventrales
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entradas espirdculos

Fuente:(Jines & Angel, 2004)
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A: Vista Lateral B Visa lateral de la cabeza C Espindbs angriores D Externo posterior E

Espiraulos posteriores E Vista ventosd la extremidad posterior , Lobulos Analdidois (Figura

4).



Figura 6-1: Larva deAnastrepha striata

Fuente (Hernandez2014)

Carinas bucales de a8

41
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Figura 7-1: Larva deA. obliqua(Macquart).

Larvas de tamafio mediano de 8 a 10 mm de longitud

Lobulos enteros 1215 digitos Carinas bucales de 7a 9

Fuente (Hernandez2014)
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1.4.2 Caracteristicas de adultohembrasdel géneroAnastrepha.

La taxonomia de adultos dAnastrephase basa especialmente en los patrones alares,
caracteristicas genitales de gvipositor como; el tamafio, estructura y extremoodglositor.
(Insuasty et al, 2007)

Caraballo(2001) presenta una clave pictorica y el respectivo glosario de la terminologia utilizada,
para separar las especi génercAnastrephagconsideradas el pais como plagas de mayor
importancia en frutale#s. striataSchiner, 1868 en guayabafraterculus(Wiedemann, 1830) en

durazno, mango, jobo y otros frutales,; obliqua (Macquart, 1835) en mango y joboA:

sapentina (Wiedemann, 1830) en nispero, caimito y otras sapotaceas. Se incluyen ademas las
especies consideradas como plagas potencralgsckeliCosta Lima, 1934 yA. manilotiCosta

Lima, 1934 en yucaA. grandis(Macquart, 1846) en ahuyamaly limaeStone, 1942 en parcha.

Se describen las caracteristicas diagndsticas y se indican detalles de las plantas hospederas de las

especies citadas.

De acuerdo coaraballo(2001) los caracteres diagnodsticos que permitemrsgdas especies
del génerdAnastrephgSchiner), en adultos son:
A El Disefio Toréacico:Forma, disposicion y coloracion de areas, estrias y manchas del
mesonoto, y coloracion del postescutelo o subescutelo y del metanoto o mediotergito.
A El Disefio Alar. Forma, disposicion y coloracion de las bandas alares y caracteristicas
de la venacion.
A Terminalia Femenina u Ovipositor: Forma y longitud del aculeus, forma del apice
del aculeus

AnastrephaSchiner.

Diagnosis taxon6mica. Cabeza con dos sedas orbitale&08tales, una vertical externa, una
vertical interna, ocelare#ébilmentedesarrolladas en especies de importancia econdmica; Carina
facial presente, antenas cortas sin alcanzar el margen inferior facial. En el térax al menos las
siguientes sedas presentd postpronotal, 2 notopleurales, 1 seglea presutural, 1 supraalar

postsutural, 1 postalar, 1 intedar, 1 dorsocentral, 1 acrostical y 2 escutelares. Alas con las
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siguientes caracteristicas: celda bcu con una extension papieab moderadamentarga; vena

M recurvada anteriormente en el apice al conectarse con la vena costal. Patron alar tipico con
bandas de color amarillo (raras veces pardo obscuro), banda Costal (C) desde la base del ala hasta
la vena Rj (en ocasiones continua hasta el aptald); banda S desde el apice de la celda bcu,
cruzan do la vena-Rl hacia el margen costal; banda V formada por un brazo proximal sobre la
vena DMCu y el brazo distal sobre la celda m (en ocasiones reducido 0 aystane&nez,
1992)(Figuras 7,8y 9.

Figura 8-1: A. obliqua(Macquart). (a) Hembra adulta, (b) Térax, (c) Subescutelo y medioterguito,

(d) Punta del ovipositor, (e) Vista general del ala.

Fuente:(Guia decampo para el reconocimiento de moscas de la fruta del género Anastrepha,
2010)

1. Bandas Costal, S y V unidas.

2. Sutura escutescutelar sin manchas. Subescutelo ausente de manchas.

3. Medioterguito con dos lineas obscuras en cada extremo.

4. Oviposibr de 1.4 a 1.7 mm., con dientes grandes y puntiagudos
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Figura 9-1: A. Striata (a) Hembra adulta, (b) Térax, (c) Subescutelo y medioterguito, (d) Punta
del ovipositor, (e) Vista general del ala.

Fuente:Guia de campo para el mwcimiento de moscas de la fruta del géntnastrepha
(2010)

Coloracion alar amarilla. Funda del ovipositor mas larga que el abdomen y muy corpulenta en su
base.

1. Bandas Costal y S siempre unidas de manera amplia.

2. Bandas S y V siempre separadas.

3. Torax con franjas negras a cada lado.

4. Subescutelo y medioterguito ampliamente negros.

5. Ovipositor de 2.1 a 2.3 mm., punta del ovipositor ancha y con una constricciéon

notable sin dientecillos.
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Figura 10-1: A. fraterculus(Wiedemann). (a) Hembra adulta, (b) Térax, (c) Subescutelo y

medioterguito, (d) Punta del ovipositor, (e) Vista general del ala.

FuenteGuia de campo para el reconocimiento de moscas de la fruta del §éast@pha(2010)

Coloracion amarilla. Funda del ovipositor mas corta que el abdomen.

1. Bandas Costal y S siempre conectadas, Bandas S y \tame®qero en ocasiones ligeramente
separadas.

2. Sutura escutescutelar con manalgeneralmete presente en el centro, percoeasiones muy
débil.

3. Subescutelo con una mancha a cada lado que se extiende al medioterguito.

4. Ovipositor de 1.6 a 1.8 mm., con escasos dientes anchos y puntas redondeadas
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1.4.3 Caracteresdiagnosticosde machos deAnastrepha

La terminalia del macho (Fid.0), ha sido poco estudiada; sin embargo, debido a recientes trabajos
detallados sobre la caracterizacion, ha tomado nuevamente importancia este érgano para asuntos
taxonomicos.
Son considerados los 6rgss perifalicos (epandrium y surstylus) y los 6rganos falicos; entre ellos
se destaca el distiphallus (Korytkowski op. cit., hace referencia a trabajos realizadas por Lima,
19341937; Stone, 1939; Korytkowski, 1971, recalcando que los estudios mas censpletios

realizados por Norrbom y Kim, 1985., Norrbom, 1989, 1991

Figura 11-1: Terminalia Macho dénastrepha

Surstylus

Epandrium

Fuente Vilatufia etal (2010)

El 5E tergito cubre dorsalmente al resto de la terminalia lo que eventualmepiereede algin
grado de especializacion, probablemente debido a lestgtkowski (2004) presenta para casi
todas las especies tratadas polaéelacion tergal que representa la proporciéon: (longitud del 5E
tergito)/ (longitud del tergito 4 dongitud del tergito 3); edsternitab) presenta su margen caudal
excavado para alojar el resto deyénitaliay el grado de esta horadacién parece variar entre las

diferentes especies (al menos etrabliquay A. striatd), asi como también las caracteristicas
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de las micro y macrgetas; logsternitos( Fig. 11) se encuentran parcialmente fusionados entre
si y masestrechamente con los respectivegitosconstituyendo entre ellos &psula genital
dentro de la cual eslojado elaedeagugAe, Fig. 11) Epandrium(Epa,) bien desarrollado y
comprimido anteracaudalmente, extendido a modo de dos proyecciones relativamente amplias,
los surstyli (Sur, Fig. 11, en cuya pared interna se encuentran dos l6bulplaaas inter
paramerale$lp, Fig. 1) en cuyo apice se encuentran dos dientgsemsiseta€Pse Fig. 1k),
lasplacas interparameralgdossurstylise encuentran fusionadagsalmentgor unpuente inter
paramerabdonde se inserta eroctiger(Pr, Fig. 11a, c,d), este ultimo es variable en forma y
grado de esclerotizacién pudiendo ofrecer algunas posibilidades taxonémicas, a este se insertan
los cerci (Cer, Fig. 11) membranosos, fusionados mesalteery densamente pilosos.
(Korytkowsk, 2004)Figuras 1112,13y 14).

Figura 12-1: Terminalia del macho de las especief\dastrephaAe: edeago; epa: epandrio; gla:

distifalo; Isur: surstilo lateral; msur: surstilo central; pre: prensisetas; pro: proctigero)

Fuente Korytkowski, (2004).

Segun Korytkowsky @004), el aedeagugAd) estaconformado por dos tubos fusionados

mesalmente denominadogaraphalli (PaPh Figll), es usualmente largo y recurvado
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helicoidalmente i@ la cAmara genital (en reposexcepto a el grupodaciformis donde es corto

y recto; de acuerdo coimvestigaciones recientes, aédeagudiene (en las pocas especies
estudiadas) una longitud ligeramente mayor hasta 12 veces la longiacudeisde la hembra,
probablemente debido a que delicanzar hasta lmginade ésta; la porcion basabasiphallus

(Bph, Fig. 11c, e) es escasamente definida, a modo de un corto anillo esclerosado y se proyecta
hacia lacama genitatonstituyendo ehpodema del aedeagisaed Fig. 11 a, c, e); el 4ue del
aedeaguse encuentra ensanchado constituyendo una bolsa eversible o inflatidgipballus

(Dph, Figs. 11a).

En el basiphallustermina elconducto eyaculadofCej, Fig. 1) que proviene dehpodema
eyaculado(A.ej, Fig.11poco estudiado y pbablemente de importancia taxondémica.

Figura 13-1: Genitalia de Macho da. fraterculus

scutellum epandrium and surstyli,

subscutellum

mediotergite lateral, posterior

Fuente Norrbom et al(2002.



Figura 14-1: Genitalia de Macho da&. striata

Fuente Norrbom et al(2002.

male lerminalia,
lateral & posterior
(Norrbor 2002, figs. 7E-F)

50
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Figura 15-1: Genitalia de Macho da. obliqua

~iem

Fuente: Korykopsky(2004).

1.5 Identificacion de especies de oscas de la fruta utilizando técnicas de ADN

SegunLanteri (2007 ), los aspectos positivos de la iniciativa «barcode» es que posibilita la
asociacion de los distintos estados de desarrollo ontogenético de la misma especie. En insectos
holometabolos el hallazgo de huevos, larvas y pupas disociados de los ejempliicess ad
dificilmente permite una adecuada identificacion, por lo que el «xDNA barcode» constituye una
herramienta de gran utilidad para interceptar especies invasoras, que pueden transformase en

plagas en diferentes paises.

Debido a que en la naturaleza fwregular se encuentran insectos en su estado inmaduro (huevos,
larvas, pupas) en el caso de algunas plagas de gran importancia econémica a nivel internacional,
se aplica la tecnologia de diagndstico molecular como complemento de las claves morfo
taxondmcas: este es el caso de las moscas de la fruta y otros insectos de importancia agricola y
forestal(Lanteri, 2007 )
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1.5.1 Uso desecuenciasle ADN para la identificacién de moscas de la fruta
de la familia Tephritidae.

Gallo et al(2016) evaluaroel efecto de l&oordillera de log\ndes sobre la estructura poblacional
de A. striata Indiciduos colectados efnutos de Psidium guajava dees regiones naturales del
suroeste de Colombia (Pacifi€osta, region montafiosa y valle intedmo) del rio Caucaen
Colombig. Sobre la base de un 1318 pb concatenadiosdgenes (COI) y NADHDeshidrogenasa
subunidads (ND6), 14 haplotiposencontraron cambios entre ellos (entre 1 y 3).FAld s6lo un
haplotipo dominante en las tres regior¥s. Estructura genética asociada a los tres ecosistemas
geograficosRegiones del estudioSe concluyo queok Andes no son una barrera eficaz para el
aislamiento genéticde las poblaciones de la costa del Pacifico en comparaciasg@oblaciones
de losvalles interandinos. Esta homogeneidad gengiadria ser parcialmente debido la
intervencion antropogénica quectia como agente dispersante de las frutas infestadas. Otro
Hipodtesis para explicar la falta de estructura seria la reRégente llegda deA. striataa la region,
segun se indicpor un analisis de la historia demogréfica, que remelproceso de expansion de la
poblacién. Este estudio represesitprimer intento de entender la genética poblacional. diriata

en Colombia y podriaomtribuir a la integraManejo de esta plaga.

Frey et a(2013) encontraron que aunquarias especies de la famili@frhitidae no pueden ser
diferenciadas basadas en la diversidad genétiseervadas en COI y por tanto forman OTUs
compuestas, el 85% de todas las OTU correspondgreaies descritas. Porque [gsneles SNP

se desarrollan comaseentoda la informacion de secuencia actualmente disfoyibe basan en

un par minimo derencia de tres SNPs, sonaaitente confiables y por lo tant@presentan un
recurso importante para desarrollar diagnosticos. Se muestra que el grado de diferenciacién de
taxones de COI en Tephritidos permite la diferenciacién a nivel de especie en muchos casos. En
otros,dos o rarmente tres descritoad especies se agrupan@hUs genéticamente idénticos,

algunos de los cuales pueden ser causados por errores en la asignaciomica

Smit et al (2013)realizaronun ensayo de viabilidad de la identificacion molecular de nsodea
la fruta europeas (Diptera: Tephritidae) basadosauencias COIl de cdodigo de barras. Un
conjunto de datos que contieb®5 secuencias de 135 espedeges subfamilias y 42 géneros y

una sola especie de outgroup. El 73,3%adkas las especisgpodrian identificabasandose en
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su cédigade barras de COI, basado en similitudes y distancias. Engériesose encuentraf
canthiophiluswalkeri Bactrocera oleae Rhagoletis cerasi Rhagoletis samojlovitshae Rhagoletis
cingulata Plaumannimyiagp. Sghenella marginata Terellia colonTephritis nebulosaTerellia

luteola Trupanea cfMetoeca Trypeta artemisiagUlidia nigripennis Urophora ivannikovi

Khamis et al. (2012) adelantarorun estudio deinsecto descrit como Bactrocera invadens
debido a su répida invasion del contineafdcana En este estudio, la morfometria y ADN
Barcoding de diferentes poblacionesRienvadenslistribuidos a través das especies de Africa
tropicalesy una muestra de la supugesiasa aborigen de la plaga de Sri Lanka fue investigada.

El analisis de componentes principales utilizando las distancias genéticas confirmé la agrupacion
por eldendrogramaNJ de especies de Bactroceracuatro grupos. Primer gruponsistio en el
comgejo deB. dorsalis (B. invadens, B. kandiensis y B. dorsalisRanificandose desdel

mismo nodo mientras que stgundo grupo fue clados parafiléticosBlecorrectay B. zonata

Los dos ultimos son clados monofiléticos, constituidos PBor Cucurbitaey B. oleae
respectivamentéKhamis,et al2012;Lim & al., 2012.

Ruiz d@ al. (2012) examinaron ladiversidad genética de la mosca de la fruta de las Indias
Occidentales basada en las secuencias de ADN mitocoddraDIl y ND6. El analisis de 349
individuos de 54 colecciones geograficas de México, Centroamérica, el Caribe y Sudamérica
detecté 61 haplotipos que se estructuran en tres clados filogenéticos. La distribucién de estos
clados entre las poblaciones estaca#sla con la geografia. En este andlisis se identifican seis
poblaciones: Mesoamérica, América Central, el Caribe, México Occidental, América del Sur
Andina y el este de Brasil. Ademas, existen diferencias sustanciales entre estos tipos genéticos que

mereen unaevision taxondémica adicional.

Scally @ al. (2016) supone una amenaza para la industria de las frutas de hueso en el sur de Estados
Unidos. Los frutos que ingresan a Estados Unidos deben estar libres desedpgdagas, pero a

menudo es dificil identificar larvas de mosca a las especies.
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Los embargos contra los envios comerciales de productos basicos requieren una identificacion
definitiva de una plaga. La identificacion definitiva de larvas de moseefdéd a nivel de especie

se puede lograr usando la tecnologia de ADN. Este trabajo comparé la composicion genética de
once especies relacionadas con ¢soa de la fruta de las Indiascidentales. Se descubri6é que la
mosca de la fruta de las Indiasc@entalesA. obliqua es mas variable genéticamente que las
especieselacionadaspero comparte ciertos genes con la mosca de la fruta de América del Sur.
Una explicacion es que ha habido hibridacion entre estas dos especies en el pasado.

Scally & al. (2016) examinaron lavariacion intraespecifica dentro dé. obliqua asi como
relaciones interespecificas con otras especiésdstrephalesde Argentina hasta Mexiaeando

un conjunto de datos de locus multiple que caange 9 loci (7 nucleares, 2 mitocondriales) con

105 especimenes secuenciados. Los resultados basados en un conjunto concatenado de loci
nucleares apoyan fuertemente la monofiliaAdeobliquay la mayoria de las otras especies
previamente identificadas pomorfologia. También se identificé una division entre las muestras
deAnastrepha obliquperuana y las de otros lugares. Estos resultados contrastan con los hallazgos
previos de las relaciondgntro deA. obliquabasadogn datosnitocondriales, ya queneontraron

una marcada discrepancia entre filogenética nuclear y mitocondrial. Estos analisis sugieren que la
introgresion, particularmente entre especiesAdeobliqua y A. fraterculus puede ser una
explicacion de la discrepancia y la alta diversidadooihdrial reportada para obliquapodria

ser el resultado de la clasificacion incompleta del linaje.

Armstrongy Ball (2005) realizaron un estudio dondeggentaron los datos que identifican cédigos

de barras de ADNMomo una oportunidad muy prometedora para abordar el tema de bioseguridad

en especies invasoras. Para esto, utilizaron el DNA de la mosca de la mosca de la fruta del genero
Bactrocera interceptadas en la frontera de Nueva Zelandia durante la Ultima diéesida

realizados usando el acercamiento del codigbadlieas de la secuencia de cokilibo 90 y 96%

de acuerdo entre los métodos para estas especies, respectivamente. Los analisis destacan varias
ventajas de los codigos de barras de ADN, especialmeataptabilidad y valor predictivo. Este

enfoque es una plataforma realista para construir un sistema mucho mas flexible, con el potencial

de ser adoptado globalmente para la identificacién rapida y precisa de especies exoticas invasoras.
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Lépezet al. (2013) adelantaromn estudio donde recogieron varios ejemplares en Paraguay junto
conA. fraterculus(sensu lato) que tienen aipunta aculeus similar a las especies del complejo
fraterculus Como la identificacion de lasgecies dénastrephae basa principalmente en sutiles
diferenciasen la punta aculeus, se estudiaestos especimenes con puntas atipicas aculeus (con
dientes mal definidos) que difieren ligeramente de la punta aculeus de las especies del complejo
fraterculus (con dientes romos bien desarrolladds)s especimenes dentro de cada grupo fueron
estudiados por medio de morfometria (tradicional y geométrica) y el andlisis de secuencias de
genes (COI y ITS1). Los andlisis morfométricos fueron significativer® po se formaron grupos

claros por los andlisis discriminantes de aculeus y alas, y el andlisis de secuencias de COIl y ITS1
agrupo especimenes con todas las variaciones de seis aculeus. Por lo tanto, las sutiles diferencias
morfologicas observadas en panta aculeus de los ejemplares paraguayos son variaciones
intraespecificas y los especimenes paraguayos estaban mas relacionados genéticamente con

Anastrephasp. 3 del complejératerculus

Smith & al. (2001) analizaon un fragmento de 808 pares de bases dentro del gen del mtDNA
citocromo oxidasa | (COI) para 15 especiesfdastrephal2 dentro del grupératerculus una

especie no colocada y dos grupos externos. Las relaciones filogenéticas entre los taxomes incluid
fueroninferidasutilizando métodos de union vecina y maxima parsimonia. Los resultados de COI
indican la colocacion d@é. acris Stone, una especie no colocada, en el gruptratierculus.

También se discuten los miembrosAdédvarbiellinii Lima en el gupo defraterculusy la monofilia

del mencionado grupo. Por otra parte, la presencia de mdultiples agrupaciones de genes en las
especies nominales. fraterculus y no monofila de A. fraterculusse corroboran polos datos
obtenidos en el presengstudio.Las especieé. amitaZucchi, A.turpiniae Stone yA. zenildae

Zucchij fueron estudiadas genéticamente por primera vez.

Boykin & al. (2006) utilizaron datos de secuencia de ADN de citocromo oxidasa | (COIl) para
caraderizar la diversidad genética ée suspensde poblaciones de Florida y del Caribe criadas

a partir de diferentes plantas hospedantes. Se utilizé la maxima verosimilitud y los métodos
filogenéticos bayesianos para analizar los datos de COIl. La vartecgatuencia entre los genes
mitocondriales de COI de 107 A. suspensa muestras recogidas en toda la Florida y el Caribe

oscilaron entre 0 y 10% y coloco todos A. suspensa como un grupo monofilético que unié todos
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los A. suspensa en un clado hermana a upgcentroamericano de El complejo de las especies
parafiliticas deA. fraterculus El arbol més probable del locus COI indico que la variacion de la
secuencia de COI era demasiado baja para proporcionar una resalndi@l de subespecie, por

lo tanto,grupos monofiléticos basados en el uso de la planta huésped, geografia (Florida, Jamaica,
Islas Caiman, Puerto Rico o Republica DominicaBa}e resultado indica que o bien no se ha
producido segregacion poblacional en base a estas distinciones biotbg@agraficas y que se

trata de un genotipo generalista, polifago invasivo. Alternativamente, si las poblaciones son
distintas, el evento de segregacion fue mas reciente que se puede distinguir basandose en la

variacionde la secuencia de COlI.

1.5.2 Registros de secuencias de ADN de moscas de la fruta en Bold

Systems.y Gen Bank

En roviembre de 2016 en f@ginaWeb http://www.boldsystems.orgéreportaon4 6 8 2 Gle 8 5 6
secuencias de orggmos pertenecientes a la clasgecta de los cuale4.843.359 perteecena

la orden Dipter@ompuestgor 151 familiasde las cualeSephritidaeestacompuesta por 1253
repartidos en 5 subfamilige las cueles la familia Tripetinae con 2@@neropertenece ajénero
Anastrephaon1141 especie®ntreellas A. faterculus A. striata y A. obliquason las de interés

en este estudio.

En Gen Bank los registros de las secuencias se encuentramiqaoso proyectos en diferentes
zonas deAmérica Para wviembre de 2016 se encontraban registradi@dB13secuends dda

claseinsecta, teniendoéphritidae 8711 secuencias y Aerastrgghase cuent@on 538 registros.

De igual manera, se encontd@ estas especies las siguientes secue@@Msde acuerdo ala

revision que se obtuvo en Gen bank y Bold Systems

A. fraterculuscon 145 secuencias barcateBold Systemprocedentes depaiseentre los Bazil

con 44 secuenciadMéxico con 24 secuencia®araguay con 15 secuengid®erucon 11
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secuencias, Bolivia con 8 secuencias, Ecuador con 4 secuencias y Belkeemrencias, de

Colombia no se encuentran secuencias reportadas.

En Gen Bank se encuentrédB7 secuencias barcode Aefraterculus procedentes de lfdaises
entreellos, Paraguay 40, Brasil 36 P&, México 16, Argentina 6, Costa Rica 2 Guatemala,
Belize 3, Venezuela 1, Ecuador 1.

A. striata con 61secuencias barcode registradas en Bold systems procedenteaisiedviéxico
42,Brasil5, Bolivia 3,Per02, Panam&, Ecuadod, El Salvador 1, en Colombia no se encuentran

secuencias reportadas.

En Gen Bank se encuentran registradhseétuencias dA. striata procedentes deColombia 8
México 11, Brasil4, Ecuado® Venezuel@ Guatemala 2.

A. obliquacon 133 secuencias con ba® registradas en Bold Systems procedeni® jpigises

deMéxico 36, Brasil 15, Panamdl2, Costa Rica 6 Bolivia 2, Republica Dominican&érul.

En GenBank se encuentran registrads secuencias d&. obliqua procedentesle México 29,
Jamaica 16Brasil 14, Panamdal4, Colombia 9Peru4 Puerto Rico 4, Guatemala lig&ntina 2
Belice 1, Barbados JEcuadorl.
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2. Capitulo 2: Metodologia

2.1 Colecta del material bioldgico
2.1.1 Area de estudio

Las muestras utilizadas proceden de colectas de campo realizadas en el Departamento de Antioquia
entre Mayo de 201y Junio de 201,&n cultivos de ango Mangfera indical), guayaba comun
(Psidium guajam L) y guayaba feijoa Keijoa sellowianq. Estos frutales localizados en las
siguientes tres zonas de vida segun la clasificacion propuesta por Ho{d@@fe EnOccidente

Santa Fe de Antioquiale bosque seco tropical {b$ con coordenadas geografica’(®.,431

Latitud Norte y 75 49,365 Longitud (W)en el Vallede Aburra Medellin con bosque himedo
premontano (bfPM) con coordenadas geografic& 08,842 Laitud Norte y 78 24,901 Longitud

(W) y en el Oriente Antioquefio, Rionegamn bosque muy hiumedo montano bajo-NB), con
coordenadas geografica®s.802 Latitud Norte y 7834.655Longitud (W) Se presentan 3 zonas

de vida, correspondientemente ati@scultivos muestreadosda figura 16
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Figura 16-1: Localizacion de los muestreos de frutos de Guayaba f&ijasllowiand, Guayaba

comun P.guajaval) y Mango (M. indical) en las tres zonas de vida.
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Fuente:(Anuario estadistico de Antioquia, 2014)

2.1.2 Métodos de colecta
El muestreo consistio en la colecta y posterior diseccion de frutos que presentaron sintomas tipicos
del dafio causado por moscas de la fruta, caidos en el suelo, debidstgfiRi®s en un gran
porcentaje presentan los ultimos estadios larvales del insecto.
En campo, se tomaron frutos del suelo, localizados en la zona de plateo del frutal. Los frutos se
depositaron en una bolsa de polietileno, la cual se marcé con wnetatigie contenia los datos

de coleccion y se trasladaron al laboratorio.

En campo, se tomaron frutos del suelo, localizados en la zona de plateo del frutal. Los frutos se
depositaron en una bolsa de polietileno, la cual se marc6 con una etiqueta qo@dostdatos

de coleccion y se trasladaron al laboratorio
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Materiales y equipo: los materiales usados para realizar la actividad de muestreo fueron: etiquetas
de muestreo, GPS, bolsas plasticas, cajas de icopor, bisturi y/o cuchillos, cAmara de, ip@cio
de enmascarar, navaja para cortar la fruta, lapiz, pinzas, lupa, tijera de podar con mango telescépico

y demas elementos que se consideren necesarios para el trabajo de campo.

2.2  Procesamiento

Los datos sobre los especimenes de las muestragasgzaron en una base de datos predisefiada
para registrar la informacion que se tom6 en campo. Se realiz6 una diseccion de todos los frutos
colectados, se contaron las larvas presentes en cada fruto, se pesaron los frutos y se realizo el

conteo de larvagresentes por kilogramo en cada una de los frutales muestreados.

Posteriormente, se realizé una cria de las larvas en camaras respectivas para que completaran su
ciclo de vida hasta la obtencion de adultos y se realizo la identificacion taxond mizaseoen
caracteres morfologicos hasta llegar a espedar.detalle adelante).
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También se tomaron larvas de tercer estadio de las muestras obtenidas, las cuales son adecuadas
segun las claves taxondmicas y se realizaracion y montaje en placas micriscopicas posterior

a lo cual se observaron las estructuras y se avaluaron los caracteres diagndésticos importantes para
la identificacion al nivel de especie. Para estas se tomaron pequefias porciones de tejido que fueron
usalas para el procesamiemtmlecular yer adelante). Tanto las placas de larvas como los adultos

y sus genitalia, se dejaron como voucher en el Museo de la Universidad Nacional de Colombia,
sede Medellin, Francisco Luis Gallego, como soporte con un refateri secuencia codigo de

barras de ADN.

Los individuos adultos machos y hembras de la cria se almacenaron en viales individuales
Eppendorfl] de 1,5 mly se llevaron al laboratorio para su posterior procesamiento e identificacion.

Bajo estéreamnicroscopod, los especimenes adultos fueron procesados asi: se tomaron fotos en el
estereoscopio Olympus, se cortd la cabeza, alas, y abdomen, que posteriormente fueron usados
para la identificacion morfoldgica. El térax y las patas se removieron cuidadosamenkz para

extraccion de ADN, manteniéndose2@° C en seco. Para la observacion morfolégica detallada y
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verificacién taxondmica, las partes correspondientes (Alas y genitalia masculina y femenina) se
montaron en ldmina porta y cubreobjetos con Euparal segumetadologia de Porter

(comunicacion personal).

Para la preparacion y el montaje de estructuras de larvas, como el esqueleto cefalofaringeo (carinas
bucales, ganchos bucales), los espirdculos anteriores y posteriores y el I6bulo anal, se procedié
segun lametodologia sugerida por Gaffigan y Pecccor para Dip(@e®7) con algunas

modificaciones. Los montajes se realizan en medio Euparal, usando un micr@&ste@oscopio.

Las preparaciones fijas se etiquetaron y se eodocen una estufa para su secado durante 3 meses.
Transcurrido este tiempo, cada preparacion se sell6 con esmalte de ufias transparente, con el fin de
evitar la contaminacion por hongos. Finalmente, se establecid una coleccion de referencia en cajas
plastcas. Posteriormente se realizaron mediciones y se tomaron fotos en un microscopio marca
Nikon Eclipse E200 debidamente calibrado, de las siguientes estructuras morfologicas: el

esqueleto cefalofaringeo, los espiraculos anteriores y posteriores.

El nimeo de ramificaciones o bifurcaciones se determind contando los pelos espiraculares que
terminan en dos 0 mas extremos. Las mediciones se realizaron mediante un microscopio optico
provisto de un ocular con reticulo micrométrico (4X 10X y 40X para la longi@licesqueleto

cefalofaringeo y el resto de las estructuras, respectivamente).

Las muestras de larvas de tercer estadio y adultos previamente identificados de cada frutal se

almacenaron directamente en sec8&°C hasta la extraccién de ADN.

2.3 Identificacion taxondémica de las especies presentes en las zonas de estudio

Para realizar la identificaciébn taxonémica con base en caracteres morfoldgicos en adultos, se
utilizaron las claves de Korytkowsf@004) Hernandez(1992) Caraballo(2001)y la interactiva
de moscas de la fruta del USDA. En estos se considera principalmente las bandas de las alas, asi

como caracteristicas del térax, como manchasentes o ausentes, tonalidad en la coloracion y
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el ovopositor 0 aculeus si tiene o no, presencia de dientecillos y si estos son agudasio/ssmi
en las hembras y en los machos las mismas caracteristicas de las alas, el térax y algunos otros en

la gentalia.

Para la identificacion de larvas, se utilizaron las claves de (B@8g) en las cuales se observd
la zona posterior, el I6bulo anal bifido o sesffido y espirdculos posteriores y en la zona anterior,
las camnas bucales, y los espiraculos anteriores. Como complemento de identificacion se utilizé el

Manual Técnico para la identificacion de moscas de la {8enasica)Hernandez (2014).

La corroboracion del material biologien estado adulto identificado se realizo en los laboratorios

de mosca de la fruta del Instituto Colombiano Agropecud@®, del Meta, el cual suministro

por escrito las especies identificadas en el estudio, con las firmas del personal especiatizado en
tema. {er Anexos). Para el caso de las larvas y en ausencia de especaiissts estado

biolégico en el paida confirmacion de la especie, se realizé mediante la asignacion del haplotipo

0 secuencia molecular de un adwtana larva y consideramdoniii dent i fi caci - n t e
larvao. Asi, se realizé la descripcion de las larvas y su asignacion tentativa a una especie, con base
en las claves taxonomicas disponibles para tercer instar disponibles y mencionadas con

anterioridad

2.4  Identificacion molecular de larvas y adultos de moscas de la futa con base en el gen

mitocondrial citocromo oxidasa | (COI).
2.4.1 Obtencion del ADN total
La extraccion de ADN se realizé usando el protoct@asolucion de lisis de Bedoya et al.(2005)

el cual ha mostradbuenos rendimientos en la obtencion de ADN a partir de térax y patas de

insectos (mariposas, abejas, dipteros), incluso en especimenes de museo de 2 afios de antigiiedad
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2.4.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion

Los oligonucledtidosqg s e utilizaron para amplifiCOlar el
(548 ph), serdn LCO1490GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG (forward) y HCO2198-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA (reverse) (Hebert et al, 2003a) propuestos en la
iniciativa del codigo barras.

La Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) fue llevada a cabo en un termociclad®60PTC

(MJ Research) Las cantidades de reactivos para preparar el mix de PCR son: La PCR fue llevada
a cabo bajo las siguientes condiciones con la Taq de fermentas : deizaaton inicial de 5 min

(94 °C), seguida por 35 ciclos de 94 °C durante 1 min (desnaturalizacion), 45 °C durante 1min

(annealing), 72 °C durante 1 min (extension), y una extension final a 72° C durante 10 min. Cada

mezcla de PCR conunvolumendereaati f i nal de 50 €l conten2endo
uL de MgCI2, 3.2 uL de la mezcla desoxiribonucleétidos trifosfat@NTPs), 0.6 uLTagADN
poli merasa, 1.6 de cada oligonucle-tido HCO,

restantedeH2Q | t r apura hasta 50 ¢l

2.4.3 Visualizacion, purificacion y secuenciacion de productos de PCR

Los productos de la amplificacion obtenidas mediante PCR del fragmento 5 del COI fueron
sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1%, éste con previa adid@rtirtion
fluorescente para acidos nucleicos GelStar® (Lonza), para ello, 4 uL del producto de PCR se
mezclaron con 2¢L de Azul de Bromofenol y se
0.5X a 80 voltios durante 60 minutos.

La foto documentaén de los geles se realiz6 con un trdnminador Dark Reader DR88X (Clare
Chemical Research) y una camara fotografica SONY CORP SDPW MODEL NOW3SQ,

los productos de PCR son considerados positivos cuando se presentan bandas del tamafio esperado
parael gen evaluado, utilizando como referentes los controles positivos de PCR y un marcador de
peso molecular 100pb DNA Ladder (Promega, USA).



64

Los productos de PCR se purificaron posteriormente, utilizando MultiScreenHTS Vacuum
Manifold (Millipore). Por ultmo, se secuenciaron en ambos sentidos de la cadena del acido
nucleico con un equipo de electroforesis capilar 3130XL empleando el servicio de la Compafia

Macrogen Inc. en Corea.

2.5 Procesamiento de secuencias debA.

2.5.1 Analisis de las secuencias

Las secuernias obtenidas fueron alineadas utilizando el programa Geneius Yy el algoritmo
Clustalw, Sanchez et al, (2008), obteniendo asi las secuencias consenso de las secuencias que se
obtuvieron para cada uno de los dos sentidos de la cadena de ADN por indiwidias cuales

se trabajo en la identificacion de cada especie. Para cada especie se determind el numero de
haplotipos en el numero total de individuos, entendiéndose un haplotipo como una secuencia de
ADN que se diferencia de otra, en al menos un nuctedtia variabilidad intra e nter especie, se
evaluo comparando las secuencias en términos de variabilidad nucleotidica, distancias geneticas y
divergencias geneéticas definidas como barcodeg, que representa la clara diferenciacion que

debe haber entrag especies, para considerar exitoso el uso de la secuencia como marcador de
una especie y diferenciador de especies del mismo grupo o categoria taxonomica.

Se evaluo la correspondencia de las secuencias provenientes de larvas y adultos previamente
identificados como una especie y la existencia de haplotipos idénticos o muy similares que

asignaran larvas a adultos con identidad verificada por el especialista.

Con el programa MEGA 6, se calcul6 la distancia Kimura 2 parametros (K2P) que permite corregir
lossesgos en la proporcion de cambios transversionales y transicionales, cuya féormula es K2P: D=
-1/2In (1-2P-Q)-1/4In (1-2Q) siendo, P: frecuencia total de pares de transiciones. Q: frecuencia
total de pares de transversiones. Asi se estimo si las secsiéuinexma mas del tipo transciones o
trasversiones y las distancias con base en los cambios nucleotidicos fueron estimadas y graficadas
mediante un analisis Neighbor Joining. Los errores estandares de las distancias calculadas fueron
estimados mediante battap (10.000 réplicasjFelsenstein, 1981)
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2.5.2 Verificacion de la identidad de secuencias

Las secuencias mitocondriales del gen COIl se compararon con el genoma mitocondrial completo
de referencia d®rosophila melanogastezn Genbank: NC_001709\ el genoma mitocondrial

de Ceratitis capitatanimero de accesion NC_000857.1 en Genbank. (Zhang et al, F309).
verificacion se realiza para verificar que el fragmento amplificado corresponde al deseado y no a
un artefacto, a unapia nuclear o a bacterias endosimbiontes, que podrian amplificarse cuando la

amplificacion no se hace sobre ADN mitocondrial purificado, sino sobre ADN total

Al confrontar las secuencias con los genomas se comparo el porcentaje de identidad nmhas alto, s
las secuencias estaban en la orientacion positivo/positivo y si la secuencia se pegaba en la misma

region del genoma y no otra diferente.

La identidad de las secuencias también se evalué a traves de la funcion de busqueda BLAST de
Genbank, usando el ganetro MegaBLAST, para evaluar la similitud e identidad entre las
secuencias de las bases de datos y las de este estudio. Se registraron los resultados de los ajustes

mas cercanos, es decir, aquellas especies con los porcentajes de similitud mas altos.

El alineamiento final fue utilizado para calcular distancias métricas usando el modelo
biparamétrico de Kimura (K2P) (Kumar et al, 2004). Se calcularon diferencias nucleotidicas
pareadas entre secuencias para haplotipos por localidad y secuencias deiles edacionadas
presentes en la base de datos de Genbank y Bold Systems para calcular la divergencia
intra/interespecifica, ademas, se realizé un dendrograma de Nedgtibiog para representar las
distancias genéticas mediante el software MEGA v éni€a et al. 2004) teniendo en cuenta una

prueba de bootstrap (10000 réplicas) para soportar las agrupaciones inferidas.
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3. Capitulo 3: Resultados

Como resultado del proyecto se determind por morfologia y molecular la presencia de las tres
especiesA. fraterculus A. striata, A. obliquagn las miestras de frutales estudiados

Guayaba feijoa (feijoa sellowianal.) Guayaba comunPsidium guajabal.) y Mango
(Manguifera indical.). En términos de la variabilidad morfolégica y taxonomiauseirsistra el

material fotografico de variacion encontrado a nivel local para las tres especies donde se observa
con claridad los detalles y caracteres diagnosticos descritos para las tres especies en los estados de
larva y adulto y que fueron usados paifarénciarlas. En términos de variabilidad molecular se
suministran las secuencias barcode y los haplotipos para individuos de las tres especies en tres
localidades validandose con base en las distancias geneticas, el uso potencial de dicha secuencia

pam identificar los especimenes de estas tres especies en el estado de larva y adulto

3.1 Diagnosticode las especies de moscas de la fruta enaaiatas en lastres zonas de

vida.

Se realizaron 13 muestreos en guayaba fepaséllowianal) en Rionegro, Arnibquia, en el
Centro de investigacion La Selva @®RPOICA,bosque muy himedo montano bajo-{iB)
con coordenadas geogréfica 06° 15.802 Latitud Norte y 75° 34.655 Longitud(\ve los afios
2014 y 2016 se recolectaron 13,29 kilogramos de fruta, dpiose extrajeron 416 larvas para
montaje de estructuras diagndsticas, pruebas moleculares y obtencion de achitidades que

fueron desarrolladasn el Laboratoriale Biologia y Sistemética de Insectos (insectade)la
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Universidad Nacionalle Cobmbia, Sede de Medellin. Finalmense obtuvieron 112 adultos,

48 machos y 64 hembras péaaealizacion denontaje de estructuras para idensfiéyn, pruebas
moleculares ycorroboracion por el experto en moscas de la fruta, en este caso, el Instituto
Colombiano Agropecuario ICA , el cual determind la especie muestreada en este frutal. como

fraterculus(Wiedemann)en un 96.6%(Anexo G.

En la ciudad de Medellin, en los predios de la Universidad Nacional de Colbodrage himedo
premontano (btiPM), con coordenadas geograf€6° 07,842 latitud norte y 75° 24,901 longitud

(W), se realizaron 11 muestreos de fruta de guayaba cdtigugjaval) donde se colectaron

entre los afios 2014 y 2016, 17.71 kilogramos de frutos dlel gise extrajeron 1@4arvasDe

este material colocado en camaras de cria emergieron 446 adultos (176 machos y 270 hembras)
los cuales se utilizaron para realizar montajes de estructuras para la identificacion taxonomica,
pruebas moleculares e identificacion por el expemola especie, en este caso el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA), el cual determinoé la especie muestreada en este frutAl. como

striata Schineren un 94.7%Anexo G.

En Santa Fe de Antioquia, zona de vida Bosque seco tropicdl)(len la vered el Espinal,

finca Cantarran&on coordenadas geografda6® 31,431 Latitud Norte y 75° 49,365 Longitud

(W), a un kilometroantes de llegar &entro Agropecuario, Cotové, de la Universidad Nacional

de Colombia, se realizaron 10 muestreos de fruta dggonaiollo (M. indical) donde se
colectaron 67.3 kilogramos de frutos de¢l y se extrajeron 442 larvd3e este material vegetal
emergieron 154 adultos (65 machos y 69 hembras), de las cuales se utilizaron para realizar
montajes de estructuras pdaaidentificacion taxonémica, pruebas moleculares e identificacion

por el experto en la especie en este caso el Instituto Colombiano Agropecuario ICA, el cual
determind la especie muestreada en este frutal éombliqua(Macquart)en un 98.5%A4nexo

G).

Con respecto a la cantidad de larvas de moscas de la fruta en relacion con el peso de la fruta, se
registré un promedio de 31 larvasrkilogramo en guayaba feij@g. sellowianal). En guayaba
comun P. guajaval) se encontré 81 largay en mango critm (M. indical) se encontraron 7.

En general,d fruta colectada contenia gran cantidad de larvas, lo lcae¢ dificil para estas
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zonas y cultivos las actividades de exportacipar ser ésta de caracter cuarentengher
Anexos A, B, C)

El materal de adultos obtenido se origin6 de las larvas capturadas en frutos de cultivos de las tres
regiones seleccionad&e puede mencionar queckntidadde pupas que resultaron erpebceso

no fue igual para las tres especies de moscas de la frutec&Soeale las larvas correspondientes

a A. striatg pasaron de larva a pupa el 65% y a adultos el 51% A.Hmaterculuspasaron d

larva a pupa el 60% y de pupa a ad@t®6%. Con respectoA obliquia, pasaron de larva a

pupa el 57% y de pupa a aduél 71%. En este caso de acuerdo con la informacién anterior,
resulto mas facil la obtencién de adultos para las especies difereAtdsaterculus bajo las
mismas condicionede laboratorio. (Figura 13).

Figura 17-3: Proces de obtencién de adultos de moscas de la fruta muestreadas en las tres zonas
de vida.
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De acuerdo con el muestreo realizado y la obtencion de adsgtagterminaron tres especies
correspondientes a cadaaude los frutales estudiados. Los resultadascaden con informacién

reportada previamentgor ejemplo, para las moscas del grgpiata para el cuaHernandez
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Ortiz (1992)afirma queA. striataestéd agciada con frutade lafamilia Myrtaceae, que incluye
la guayaba comunP; guajavd. En el caso particular del departamento de Antioquia, el ICA

reporta las tres especies en el departamento para estos tres frutales (ICA 2010).

Luego del muestreo y la obtencion del material lgwd se realiz6 el montaje del placas de
larvas yadultos(machosy hembras). En las larvas se retir0 lasmas bucales, los espiraculos
anteriores, los espirdmd posteriores y el I6bulo anal y en ladultos machos y hembras se
retiraron las alas a genitaliade cada espécieny todas estas estructuras de cada individuo se

fijaron en una placa de vidrio con un medio permanente Euparal.

Una vez identificados los ejemplares se psacen para guardarlos dentro ldecolecciondel
Museo entomoldgico Francisco Luis Gallegaralo cual se rotularon con sus respectivos datos
de coleccion e informacion cientifica. En el museo entomoldgico permanecen los montajes como

vouche de cada secuencia de nucledsidjue se origind de cada individuo montado.

3.2 Identificacion taxonOmica delas especies presentes en las tres zonas de vida.

Como se menciontad especiedentificadasfueron Anastrepha fraterculugWiedemann) A.

striata Schiner A. obligua(Macquart)

A continuacion, se obsemdos caracteres diagndstidasto de estadasmaduros (larvasjomo

deadultos machos y hembras de@atha de las especies encontratasl presente estudio.

Tabla 4-3: Especies de moscas de la fruta identificadas en el area de investifjaci@ndeA.

fraterculus(Widemann)
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Larva de Anastephafraterculus.

Figura 18-3: Larva A. fraterculus

—— . —— ————— - .y
SRR i.u..s'.-p.\ sy ¢
.‘!

En laFigura 183 se observa la larva defraerculus.La longitud de la larvgue se muestra €
la Figural8.3 es de 79 mm de largo y aproximadamente g de diametro, deolor blance
amarillento palido, de forma cilindrica, cuerpo con 11 segmentos que no son clar
separados en regiones toracica y abdominal. La cabeza es una estructura compuesta q
como un solo segmento pequefio sin capsula definida comacabaparato bucal se compo
de una cavidad longitudinal que contiene dos ganchos negros en la boca (mandibulas

mueven hacia arriba y hacia abajo al irse alimentando

Figura 19-3: Carinas bucaleA. fraterculus En la figura 193 se
muestran las Carinas

bucalescon? a 10 filas

.
0,01 mm b7y 0%

Figura 20-3: espiraculos anteriores d&. fraterculus La figura 203 muestra los

Espiraculos anteriorede
la larva deA fraterculws
con9 a 18 tubulos en un

Unica fila
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Figura 21-3: Lébulo anal de Larva. fraterculus

La figura 213 muestra e
Lobulo analEnterosde A
fraterculus, en algunas
poblaciones, bifidos e
otras

Figura 23-3: Espiraculo posterior de Larva fraterculus

? i\

En la Figura 228y 23-3
se muestran los
Espiraculos posteriores
de la LarvaA.

fraterculus

Procesos  espiracular
posteriores generalmen
con cuatro a nuev

troncos basales; abertur

espiraculares posteriorg
de longitud 2,54,0 veces
mayor que la anchura
SECUENCIA COl
>PAA004 LarvaA. fraterculus
ATAAAGATATTGGAACATTATATTTCATTTTTGGAGCATGAGCTGGAATAGTAGG

AACATCTCTTAGAATTCTAATTCGAACTGAATTA GGACATCCAGGAGCCTTAATTG
GAGATGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCATTTGTAATAATTTTT
TTTATAGTAATACCTATTATAATTGGAGGATTCGGAAATTGATTAGTACCTTTGAT
ATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTAT
TACCTCCTTCTCTTACACTATTACTAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGT
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ACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTTTAATCGCTCATGGAGGAGCTTC
AGTAGATTTAGCTATTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGC
AGTAAATTTTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATC
GAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTT
TACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATT

Fuerte: Fotos Hernan Daniel Marin

Tabla 4-3: Especies de moscas de la fruta identificadas en el &rea de investigacion: Adulto Hembra
A. fraterculus\Widemann)

ADULTO A. fraterculus(Wiedemann)
Figura 24-3: Adulto HembraA. fraterculus

Comose muestra en la Figura-24el Adulto HembraA. fraterculuses deTamarfio pequef
a mediano, color marrén amarillento. Térax con el escutelo color amarillo brillante, me
con dos franjas negras longitudinales, naanbgra normalmente circular en el centro d
sutura escut@scutelar, aunque puede ser triangulasegmentenucho mas corto, de 2.6
a 3 mm.

Figura 25-3: Ala Adulto HembraA. La Figura 253 muestra el Ala de dulto

fraterculus HembraA. fraterculus

Alas con bandas amaritlearanja marron
Bandas costal y en S amplia o estrecham

unidas en la vena R4+5 y la banda




generalmente separada de la bandgaBda
"S" sin incision.

(

Figura 26-3: Térax de Adulto HembraA.
fraterculus

2mm

La Figura 263 muestra elToral de A .
fraterculus, el  Scutum con microsetas
oscuras en las areas oscuras y en la ma
mesal hialina (como erA. obliqug vy
usualmente una mancha oscura hasta neg
la suturasauto-scutellar
Mediotergito manchas

con 0Sscurg

frecuentemente negruzcas en los I3
(Grupofraterculus en parte)
Subscutellum oscurecido en los lados

usualmente ehediotergitotambién

Figura 27-3: Ovipositor de AdultdHembra

A. fraterculus

Figura 28-3: Punta del Ovipositor de

Adulto HembraA. fraterculus

La figura 273y 28-3 semuestra el oviposito

dd adulto Hembra dé. fraterculus

del
convexidad, de 0. mm.
largo/ancho: 2.105)7° segmentade 1.65 3

Apice aculeus sin expansion (

(proporcion

2.1 mm.;aculeude 1.5 a 2 mm. de longity

y 0.136 mm. de ancho; ala variable

Apice delaculeuscon una constriccion big
definida en la base de la dent&cibn, o si
ésta poco definiddps dientes abarcando

73
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menos los 2/3 apicales (Grufsaterculus en
parte)

SECUENCIA COl

>PAA009 Adulto Hembra dA. fraterculus
ATATTTTATTTTTGGAGCATGAGCTGGAATAGTAGGGACATCTCTTAGAATTTTAA
TTCGAACTGAATTAGGACACCCAGGAGCCTTAATTGGAGATGATCAAATTTATAA
TGTAATTGTAACAGCTCACGCATTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATTAT
AATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCTTTAATATTAGGAGCACCTGATATAG
CATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTCTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACTAT
TACTAGTAAGTAGTATGGTAGAAAACGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTATCC
TCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCTATTTTTTC
ATTACATCTAGCTGGAATTTCATCAATCCTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACAG
TAATTAATATACGATCTACTGGTATAACCTTTGATCGAATACCTTTATTTGTATAG
CTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTTGCTGGTGCAA
TTACTATATTATTAACTGACCGAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAG
GAGGAGATCC
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Tabla 5-3: Especies de moscas de la fruta identificadas en el area de investigacion: Adulto macho
deA. fraterculugWiedemann)

ADULTO MachoAnastrepha fraterculuBNiedemann)

Figura 29-3: Adulto macho deA. fraterculus

2mm

La Figura 293 muestra el adulto macho Befraterculuscon caracteristicas muy similares ¢

hembra dela misma especl@marno pequefio a mediano, color marron amarillento.

Figura 30-3: Ala de Adultomacho deA. fraterculus La Figura 383 muestra el Alg
con bandas amariloaranja
marron. Bandas costal y en
amplia o estrechamente unid

en la vena R4+5 y la banda

generalmente separada de

banda Banda "S" sin incisidén

La Figura 313 muestra el 6rax
con el escutelo color amarill
brillante, metanoto con dg
franjas negras longitudinale
macha negra normalmen

circular en el centro de la sutu
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Figura 31-3:Escutelo de Adulto macho de fraterculus

2 mm

escuteescutelar, aunque pue

ser triangular

Figura 32-3:Genitalia de Adulto macho d& fraterculus
(Vista lateral)

La Figura 323 se muestra |
genitalia de Adilto de A.
fraterculus en vista lateria
epandrio extendido en v
lateral con el surstilo laters
corto 0 elongado; surstilg
central mas corto que el latel
con dos prensisetas apica
robustas negruzcas;

proctigero membranos
escasamente esclerotiza
lateral y ventralmente; fal
elongado, generalmente ma
largo qgwe el oviscapto de |
hembra; distifalo ligerament
esclerotizado con umsclerito
apical en for
a veces ausente en especies

no son plagas

La Figura 333 se muestra |
genitalia de Adilto de A.

fraterculusen vista dorsal
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Figura 33-3:Genitalia de Adulto macho d& fraterculus
(Vista dorsal)

SECUENCIA COl

>Adulto Macho déA. fraterculus
TAAGATATTGGAACATTATATTTTATTTTTGGAGCATGAGCTGGAATAGTAGGGAC
ATCTCTTAGAATTTTAATTCGAACTGAATTAGGACACCCAGGAGCCTTAATTGGAG
ATGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCATTTGTAATAATTTTTTTTA
TAGTAATACCTATTATAATTGGAGGATTTGGAAATTGATTAGTACCTTTAATATTA
GGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTCTGATTATTACC
TCCTTCTCTTACACTATTACTAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAG
GATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTCTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTA
GATTTAGCTATTTTTTCATTACATCTAGCTGGAATTTCATCAATCCTAGGAGCAGT
AAATTTTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACCTTTGATCGAA
TACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTAC
CAGTACTTGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGAAACTTAAATACATCT
TTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATATCAACATTTATTTTGATTT

TTTGGCCCCGGAAA

Fuente FotosHernanDaniel Mari
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Tabla 6-3: Especies de moscas de la fruta identificadas en el &rea de investigacion: Larva de

Anastrepha striata

LARVAS A.. striata.

Figura 34-3: Larva de A. striata

Espiraculos

2 mm .
' i posteriores
Espiraculos i
anteriores -
A - .‘
‘é 4 .
’

Carinas
bucales - Lébulo anal

En laFigura 343 Larva deA. striatase muestra quiea longitud de la larva es delD mm de
largo y aproximadamente 2 mm de diametro, de color blan@rillento péalido, de form
cilindrica, cuerpo con 11 segmentos que no son claramente separados en regiones {
abdominal. La cabeza es una estructura compuesta que aparece como un solo
pequefio sin capsula definida como cabeza. El aparato bucal se compone de @k
longitudinal que contiene dos ganchos negros en la boca (mandibulas), que se mue

arriba y hacia abajo al irse alimentando.

Figura 35-3: Carina bucales de Larva d&. striata | En la Figura 8-3 se muestran la

Carinas bucaley son de51 8lineas

. T

En la Figura 36 se muestran ¢
espiraculo anterior d& striata.Los
dos espiraculos anteriores

localizan en la base Hdeprimer
segmento por detras de la cabeza,

pequefios y de forma asimeétri
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Figura 36-3: Espiraculos anteriores de Larva Ae
striata.

0,02 mm

constituidos por 11 a 17 digitc

arreglados en fila transversal.

Figura 37-3: Lobulo Anal de Larva déA. striata

En la Figura 37-3 se muestra €
Lobulo Anal de Larva deA. striata

Lobulo parcialmente bifidos o

enteros

En la Figura 38y 37-3 se muestra
los Espiraculos posterioresle A.

striata

(longitud de las aberturag) 5 veces
mas largo que
Ancho

espiraculargmumero de

Procesos

ramificaciones )
Dorsal y ventral: 1420 ramas
muy largas Mediales: 610 ramas

muy
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Figura 38-3: Espiraculos posteriores de Larva Ae| con seis 0 mas troncos, langl de las

striata. cerdas de un terci@ mas de Ig

longitud de la abertura espiracular

Figura 39-3: Espiraculo posterior de Larva d&

striata.

SECUENCIA COl
>PAA016 Larva déA. striata

ATATTTTATTTTTGGAGCATGAGCTGGTATAGTAGGAACATCTCTTAGAATCCTAA
TTCGAACTGAATTAGGTCACCCAGGAGCCTTATTGGAGATGATCAAATTTACAA
TGTAATTGTAACAGCACACGCATTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATCAT
AATTGGTGGATTCGGAAATTGACTAGTACCCTTGATATTAGGGGCACCTGATATA
GCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTGCCTCCTTCTCTTACATTA
CTACTAGTAAGTAGTATAGTAGAAACCGGGGCTGGTACAGGTTGAACTGTTTACC
CTCCATTATCATCTTTAATTGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGACTTAGCTATTTTTT
CATTACACCTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGGGCGGTAAATTTTATCACAACA
GTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGACCGAATACCATTATTTGTATA
GCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTCTATCCTTACCAGTACTAGCAGGTGC
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AATTACAATATTGTTAACAGATCGAAATTTAAACACCTCG TTTTTTGACCCTGCTG
GAGGAGGAGACCC

Tabla 7-3: Especies de moscas de la fruta identificadas en el area de investigacion: Adulto
Hembra A. striataSchiner

Adulto Hembra de A. striata Schine.
Figura 40-3: Adulto HembraA. striata

En la Figura 468 se muestra el adulto hembraAdstriata Schiner Tamafio pequefio a mec
de color café amarillento.
Figura 41-3:Ala de Adulto HembraA. En la Figurad1-3 se observa [dista

striata. general del aldeA. striata

' Las Alas tienen una longitud de 6.41.32,
bandas de color amarillo marron; banda
y S siempre conectadas a nivel de la V|
R4+5, pequefia mancha hialina en el §j

de R1 y por lo general extendiéndose hi

la vena R+3; seccidén media de la banda
continua;, bandas S y V siemp

desconectadas, mientras que el brazo d




de la banda V es delgado y su union co
brazo proximal es difuso; curvatura de

vena M moderada.

Figura 42-3: Térax de Adulto HembraA.
striata.

2mm

En la Figua 423 se observa el 6raxdeA.
striata.- Con macrosedas negras, escud(
su mayor parte color amarillo anaranjg
pero con una franja negra a cada lado qu
extienden anteriormente hasta la reg
presutiral y se unen en el margen poste
adoptando forma de U; sedas acrostic
presentes; humero, estrias medias
laterales, escutelo y mesopleura con a
amarillo palidas, seda katepisternal delg
pero evidente; subescutelo y mediotergl
(metanoto) bastante negros en las par
laterales. La longitud del mesonotum es

2.91-3.41 milimetros.

Figura 43-3: Ovipositor de Adulto Hembra
A. striata

2mm

w

En la Figura 8-3 y 44-3 se observa €
Ovipositor o aculeusle A. striata- De 2.1
a2.3 mm de longitud, punta del misr
ancha y con una constriccion nota
después del finalel oviducto y con el apic
redondeado, margenes desprovistos
dientes, pero algunas veces con dos o

dientecillos pequefios a cada lado.

82



Figura 44-3: Punta Ovipositor de Adulto
Hemlra A. striata

SECUENCIA COl

>PAA021 Adulto Hembra dA. striata
ATATTTTATTTTTGGAGCATGAGCTGGTATAGTAGGAACATCTCTTAGAATCCT
AATTCGAACTGAATTAGGTCACCCAGGAGCCTTAATTGGAGATGATCAAATTT
ACAATGTAATTGTAA CAGCACACGCATTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATAC
CTATCATAATTGGTGGATTCGGAAATTGACTAGTACCCTTGATATTAGGGGCAC
CTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTGCCTCCTT
CTCTTACATTACTACTAGTAAGTAGTATAGTAGAAACCGGGGCTGGTACAGGTT
GAACTGTTTACCCTCCATTATCATCTTTAATTGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAG
ACTTAGCTATTTTTTCATTACACCTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGGGCGGT
AAATTTTATCACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGACCG
AATACCATTATTTGTATAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTCTATCCT
TACCAGTACTAGCAGGTGCAATTACAATATTGTTAACAGATCGAAATTTAAAC
ACCTCGTTTTTTGACCCTGCTGGAGGAGGAGACCC
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Tabla 8-3: Especies de moscas de la fruta identificadas en el area de investigacion: Adulto

machoA. striataSchiner

ADULTO Macho A. striata Schiner.
Figura 45-3: Adulto machoA. striata

En la Figua 453 se obserx el Adulto Macho dé. striata Schiner Tamafo pequefio a
medio, de color café amarillento
Figura 46-3: Ala de Adulto macha\. En la Figura46-3 se observa elAla de A.

striata. striata con bandas café amadeihtas; banda

en S y costal tocandose en la vena R4
generalmente antes de la vena R2 + 3; bang
V completa, con el brazo externo angost

desconectado de la banda en S

En la figura #-3 se observa dl6raxde Adulto
Figura 47-3: Torax de Adulto maché. | Macho de A striata con patron tipico dg

striata. coloracibn marron amarillento; con franj

- ——

oscuras que se extienden hacia atp&o no
| llegan hasta el escuten, formando ung
|

especie de U casi negra.




Figura 48-3: Genitalia de Adulto machg
A. striata(Vista lateral)

A

\\ / “\

.
N

0,05 mm

En la Figura 483 se observa dllargen externg
del I6bulo delsurstyluslateral algo recto y €
margen externo algo proyectado (algu

veces con unos pocos dientes muy pégge

Figura 49-3: Genitalia de Adulto macho

A. striata(Vista dorsal)

En la Figura 9-3 se observéaa genitalia de
machode A. striatacon claspers robustos,
la base constrefiidos visiblemente antes d
parte basal y easnchados ampliamente en
parte media, haciéndose angostas haci
apice; dientes en la parte constrefida de ¢
negro; el interno es mas grande que el exte

ambos con el 4pice redondeado

SECUENCIA COI
>PAA026 Adulto Macho dé. striata
TGGTCAACAAATCATAAAGATATTGGAACACTATATTTTATTTTTGGAGCATGA

GCTGGTATAGTAGGAACATCTCTTAGAATCCTAATTCGAACTGAATTAGGTCAC
CCAGGAGCCTTAATTGGAGATGATCAAATTTACAATGTAATTGTAACAGCACA
CGCATTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATCATAATTGGTGGATTCGGA
AATTGACTAGTACCCTTGATATTAGGGGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATA
AATAATATAAGATTTTGATTATTGCCTCCTTCTCTTACATTACTACTAGTAAGTA
GTATAGTAGAAACCGGGGCTGGTACAGGTTGAACTGTTTACCCTCCATTATCAT
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CTTTAATTGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGACTAAGCTATTTTTTCATTACACCT
AGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGGGCGGTAAATTTTATCACAACAGTAATTAA
TATACGATCTACTGGTAAAACATTAGACCGAATACCATTATTTGTATGAGCTGT
AGTATTAACAGCACTATTATTACTTCTATCCTTACCAGTACTAGCAGGTGCAAT
TACAATATTGTTAACAGATCGAAATTTAAACACCTCGTTTTTTGACCCTGCTGG
AGGAGGAGACCCAATTTTATACCAACATTTATTTTGATTTTTTGGTCACCCTGG
AAGTTTAA

Tabla 9-3: Especies de moscas derfaté identificadas en el area de investigacion: Lakva,

obliqua

LARVA A. obliqua

Figura 50-3: Larva, A. obliqua

2mm Espiraculos Espirdculos
posteriores

____—anteriores
:"_ "
Carinas bucales

Lébulos anales

En la Figura 568 se observa larva d&. obliqua Las larvas son de color blanco, de for
cilindrica alargda, con la parte caudal aplanada; llegan a medir de 8 a 10 mm, present

vientre areas fusiformes en los segmentos 2.al 10

Figura 51-3: Carinas bucales de Larva, obliqua En la Figura 513 se observa
las Carinas buales de A.

obliqua con771 10lineas.

En la Figura 523 se observa

los Espiraculos anteriorede
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Figura 52-3: Espiraculos anteriores de Larva, obliqua

e —

A. obligua, estos so
asimétricos y con 12 a 1
digitos

Figura 53-3: Lobulo Anal de LarvaA. obliqua

’ S ®

Enla Figura 533 se observa ¢
Lébulo anal entero de A.
obliqua

En la Figura 58 y 553 se
observa el Espiraculo
posteriorede A. obliqua
(longitud de las aberturas)
3.5- 4 veces mas largo que
Ancho.

Procesos espiraculares
(nimero de ramificaciones )
Dorsal y vental: 1012 ramas
largas

Mediales: 611 ramas largas
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Figura 55-3: Espiraculo posterior de Larva, obliqua Bases angostas

SECUENCIA COl

>PAA029 LarvaA. obliqua
ATATTTCATTTTTGGAGCATGAGCTGGAATAGTAGGAACATCTCTTAGAATTCTAA
TTCGAACTGAATTAGGACATCCAGGAGCCTTAATTGGAGATGATCAAATTTATAA
TGTAATTGTAACAGCTCACGCATTTGTAATAATTTTTTTTATAGTAATACCTATTAT
AATTGGAGGATTCGGAAATTGATTAGTACCTTTGATATTAGGAGCACCTGATATA
GCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCTTCTCTTACACT
ATTACTAGTAAGTAGTATAGTAGAAAAAGGAGCTGGTACAGGATGAACTGTTTAT
CCTCCATTATCATCTTTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTAGATTTAGCTATTTTT
TCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTAAATTTTATTACAAC
AGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCGAATACCTTTATTTGTAT
AGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTG
CAATTACTATATTATTAACTGACCGAAACTTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTG
GAGGAGGAGATCC

FuenteFotosHernanDanielMarin
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Tabla 10-3: Especies de moscas de la fruta identificadas en el area de investigacion: Adulto
hembra, dé\. obliqua

ADULTO HembradeA. obliqua(Macquart)

Figura56-3: Adulto hembra, dé\. oliqua.

2mm

pu—

En la Figurab6-3 se observ&! adulto es de tamafio medio, de color café amarillo. Prese
mesonoto de color amarillo naranja, con una franja central que se ensancha posterior
2.6 a 3.3 mm de largo y con otras dos franjas lateraleimigisen desde poco antes de la sut

transversal hacia el escutelo

Figura 57-3: Ala de Adulto hembra, de | En la Figura 3-3 se observa el Ala de Aduli
A. obliqua Hembra deA. obliqua- Las bandas de las alas
color cafénaranjaamarillo, las bandas S y Cos|
tocandose en la vena R4+5, y con la marn
hialina en el apice de R1 presente; la banda ¢

generalmente unida a la banda en S, pero en

ocasiones se encuentran ligeramente sepa
por lo tanto la banda V sigre completa
curvatura apical de la vena M moderada y la \
R4+5 casi recta.

Ala con la banda "V" muy variable, des

ampliamente conectada en el vértice (bas:
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apicalmente) con la "S" hasta ampliame
separada,frecuentemente con la base de la
br cubierta de setulae negras; lados de
mediotergito desde amplia y fuertemente
oscurecido (negro) hasta muy tenueme
infuscado (ligeramentanas oscuro que en €
centro).

distribuida en toda el &area de dispersion

género)

En la Figura 58 se observa eToraxde A.
obliqua- Con macrosedas castafio negruzcas,
el mesonoto de color amarillo naranja, con 1
franja central ensanchandose posteriorment
con otrasdosfranjas laterales iniciandose des
poco antesle la sutura transversal al escutelo
escutelo esle color amarillo palido sin ningurn
Figura 58-3: Torax Adulto hembra, dA. | mancha en Igarte media de la sutura escu

obliqua escutelar; einedio tergito 6 metanoto es amari

2mm naranja y cordos manchs negras a los lado

vellosidades dekorax de color café obscur
excepto sobre la frangentral donde es de cols
amarillo palido.

Areas laterales d€lcutum(entre la estria mesal
las laterales) con microsetas negruzcas

contrastando fuertemente @n las microsetag

amarillentas de la estria mesajubscutellum
siempre uniformemente amarillo mediotergito
variable desde ampliamente oscurecido
(negro) hasta uniformente amarillento

manchas laterales
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En la Fgura 593 y 60-3 se observa el Oviposit(
Figura 59-3: Ovipositor Adulto hembra, | o aculeus dé. obliqua

deA. obliqua aculeusde 1.3 a 1.6 mm. de longitud y 0.09
0,5 mm 0.100 mm. de anchdyertemente constricto en
e C““

e, | base de la denticulacién, dientes agu
(aproximadamente 1Q5) abarcandal/2 a 2/3

apicales (ampliamente

Figura 60-3: Punta del Ovipositor Adult(
hembra, d&\. obliqua

SECUENCIA COl
>PAA039 Adulto Hembra dA. obliqua.

CATAAAGATATTGGAACATTATATTTCATTTTTGGAG CATGAGCTGGAATAGTAG
GAACATCTCTTAGAATTCTAATTCGAACTGAATTAGGACATCCAGGAGCCTTAAT
TGGAGATGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCATTTGTAATAATT
TTTTTTATAGTAATACCTATTATAATTGGAGGATTCGGAAATTGATTAGTACCTTT
GATATTAGGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGA
TTATTACCTCCTTCTCTTACACTATTACTAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAG
CTGGTACAGGATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTTTAATCGCTCATGGAGG
AGCTTCAGTAGATTTAGCTATTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTC
TAGGAGCAGTAAATTTTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAAC
ATTTGATCGAATACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTAC
TTTTATCTTTACCAGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGAAAC
TTAAATACATCTTTTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATATCAA
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Tabla 11-3: Especies de moscas de la fruta identificadas en el area de investigacion: Adulto

Macho, deA. obliqua

Adulto MachoA. obliqua(Macquart)

Figura 61-3: Adulto Macho, déA. obliqua

En la Figura 643 se muestra el affdulto macho Aeobliquacon las caracteristicas particular

de la especie

En la Figura 623 se observa €
Figura 62-3: Ala Adulto Macho, déA. obliqua Ala de A. obliquacon la bandg
~ 2mm i "V" muy variable, desds
. ampliamente conectada en
vértice (basal y apicalmente) c(

la "S" hasta ampliament

separada, frecuentemente con

base ded celdabr cubierta de

setulaenegras;
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Figura 63-3: Térax de Adulto Macho, da. obliqua

2/mm

En la Figura 638 se observa €
Torax de Adulto Macho deA.
obliqua.

Areas laterales d8aitum (entre
la estria mesal y las laterales)n
microsetas negruzcas
contrastando

Fuertementecon las microsetas
amarillentas de la estria mesal)
Lados del mediotergito desde
amplia yfuertementeoscurecido
(negro) hasta muy tenuemer
infuscado  (ligeramente dm
oscuro que en el centro).

Figura 64-3: Genitalia Adulto Macho, dA. obliqua(vista

lateral)

En la Figura 643 se observa I
genitalia del Macho dA. obliqua
, el Epandrio (uroterguito IX
bien desarrollado, extendido
modo de dos proyecciong
relativamente amplias
denominadas surstilo
fusionadas a su pared interna
encuentran dos placg
interparamerales, en cuyo ap
se localizan dos dientes
prensisedas. lgualmente prese
un proctiger, el cual es un
estructura globular y membrano

gue contiene arificio anal.
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En la Figura 653 se observa I
genitalia de A obliqua. s
encuentran dos placi
interparamerales, en cuyo ap
se localizan dos ientes o
prensisedas bien definidas.

Figura 65-3: Genitalia de Adulto Macho, d&. obliqua

(vista Dorsal)

SECUENCIA COl
>Adulto Macho déA. obliqua
TAAGATATTGGAACATTATATTTCATTTTTGGAGCATGAGCTGGAATAGTAGGAAC

ATCTCTTAGAATTCTAATTCGAACTGAATTAGGACATCCAGGAGCCTTAATTGGAG
ATGATCAAATTTATAATGTAATTGTAACAGCTCACGCATTTGTAATAATTTTTTTTA
TAGTAATACCTATTATAATTGGAGGATTCGGAAATTGATTAGTACCTTTGATATTA
GGAGCACCTGATATAGCATTCCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACC
TCCTTCTCTTACACTATTACTAGTAAGTAGTATAGTAGAAAACGGAGCTGGTACAG
GATGAACTGTTTATCCTCCATTATCATCTTTAATCGCTCATGGAGGAGCTTCAGTA
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GATTTAGCTATTTTTTCATTACATTTAGCTGGAATTTCATCAATTCTAGGAGCAGTA
AATTTTATTACAACAGTAATTAATATACGATCTACTGGTATAACATTTGATCGAAT
ACCTTTATTTGTATGAGCTGTAGTATTAACAGCACTATTATTACTTTTATCTTTACC
AGTACTAGCTGGTGCAATTACTATATTATTAACTGACCGAAACTTAAATACATCTT
TTTTTGATCCTGCTGGAGGAGGAGATCCAATTTTATATCAACATTTATTTTGATTTT

TTGGC

El mismo procedimiento se realizé para cada uno de los 40 montajes de larvas y adultos en

laboratprio.

3.3

zona de estudio

Identificacion molecular de larvas y adultos de moscas de la fruta colectados en la

Para &s tres especies del génénwastrephgA. fraterculus, A. striata y A. obliqu)ase obtuvo 40

montajeg8 larvas, 3 machos y 3 hembras Mefraterculus8 larvas2 machos y 3 hembras d&.

striata y8 larvas2 machos y 3 hembras d&. obliquig para identificacion morfdlgica. A cada

montaje enlamina porta objetogconteniend@las y ovipositor en adultos y espitdos anteriores

y posteriores masarina bucal y I6bulo anal en larvas) se le asigné un codigo del Museo

Entomologico Francisco Luis Gallego (MEFLG)abla 13.3).

Tabla 12-3: Detalles de colecta, montaje de estructuras (voucher) y cédigos de secuencias de los

especimenes para los cuales se obtuvieron secuencias COI.

Cddigo |Codigo |Id. . Planta Latitud | Longitud
_ . |Estado|Sexo|Localidad

PROY |MEFLG | Taxonémica hospedera | (N) (W)
A. Rionegro |F 06

PAAOO1 33152 Larva |NA . . 75 24,901
fraterculus Corpoica |sellowiana|07,842
A. Rionegro |F 06

PAA002 33153 Larva |NA . . 75 24,901
fraterculus Corpoica |sellowiana|07,842
A. Rionegro |F

PAA003 33154 Larva |NA 6 07,842|75 24,901
fraterculus Corpoica |sellowana
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A. Rionegro |F
PAA004 33155 Larva |NA _ _ 6 07,842 75 24,901
fraterculus Corpoica |sellowiana
A. Rionegro |F
PAA005 33156 Larva |[NA _ _ 6 07,842 75 24,901
fraterculus Corpoica |sellowiana
A. Rionegro |F
PAA006 33157, Larva |NA _ _ 6 07,842 75 24,901
fraterculus Corpoica |sellowiana
A. Rionegro |F
PAAO007 33158 Larva |NA _ _ 6 07,842 75 24,901
fraterculus Corpoica |sellowiana
A. Rionegro |F
PAA008 33159 Larva |NA _ _ 6 07,842 75 24,901
fraterculus Corpoica |sellowiana
A. Rionegro |F
PAA009 33160 Adulto |H _ _ 6 07,842 75 24,901
fraterculus Corpoica |sellowiana
A. Rionegro |F
PAAO10 33161 Adulto |H . . 6 07,842|75 24,901
fraterculus Corpoica |sellowiana
A. Rionegro |F
PAAO11 33162 Adulto |H . . 6 07,842|75 24,901
fraterculus Corpoica |sellowiana
A. Rionegro |F
PAAO12 33163 Adulto |M . . 6 07,842|75 24,901
fraterculus Corpoica |sellowiana
A. Rionegro |F
PAAO013 33164 Adulto |M . . 6 07,842|75 24,901
fraterculus Corpoica |sellowiana
A. Rionegro |F
PAAO014 33165 Adulto |M . . 6 07,842|75 24,901
fraterculus Corpoica |sellowiana
. : 06
PAA015 33166 A. striata Larva |NA |Unalmed |P guajava 75 34.655
15.802
. : 06
PAA016 33167/ A. striata Larva |NA |Unalmed |P guajava 75 34.655
15.802
PAA017 33168 A. striata Larva |NA [Unalmed |P guajava |6 15.802|75 34.655
PAAO018 33169 A. striata Larva |[NA |Unalmed |P guajava |6 15.802|75 34.655
PAAO019 33170 A. striata Larva |[NA |Unalmed |P guajava |6 15.802|75 34.655
PAA020 33171 A. striata Larva |[NA |Unalmed |P guajava |6 15.802|75 34.655
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PAAO21 33172 A. striata Larva |NA [Unalmed |P guajava |6 15.802|75 34.655
PAA022 33173 A. striata Larva |[NA [Unalmed |P guajava |6 15.802|75 34.655
PAA023 33174 A. striata Adulto |H Unalmed |P guajava |6 15.802| 75 34.655
PAA024 33175 A. striata Adulto |H Unalmed |P guajava |6 15.802| 75 34.655
PAA025 33176/ A. striata Adulto |H Unalmed |P guajava |6 15.802| 75 34.655
PAA026 33177/ A. striata Adulto |M Unalmed |P guajava |6 15.802| 75 34.655
PAA027 33178 A. striata Adulto |M Unalmed |P guajava |6 15.802| 75 34.655
_ Santa Fe o 06°
PAA028 33179 A. obligua |Larva |NA M indica 75 49,365
de Ant 31,431
_ Santa Fe o 06
PAA029 3318 | A. obligua |Larva |NA M indica 75 49,365
de Ant 31,431
Santa Fe
PAA030 3318L| A. obligua |Larva |NA M indica |6 31,431|75 49,365
de Ant
Santa Fe
PAAO31 3318 | A. obligua |Larva |NA M indica |6 31,431|75 49,365
de Ant
Santa Fe
PAA032 3318 | A. obligua |Larva |NA M indica |6 31,431|75 49,365
de Ant
. Santa Fe o
PAA033 33184 A. obliqua |Larva |NA M indica |6 31,431|75 49,365
de Ant
. Santa Fe o
PAA034 331& | A. obliqua |Larva |NA M indica |6 31,431|75 49,365
de Ant
. Santa Fe o
PAA035 331& | A. obliqua |Larva |NA M indica |6 31,431|75 49365
de Ant
. Santa Fe o
PAA036 33187 | A. obliqua |Adulto |H M indica |6 31,431|75 49,365
de Ant
. Santa Fe o
PAA037 3318 | A. obliqua |Adulto |H M indica |6 31,431|75 49,365
de Ant
Santa Fe
PAAO38 3313 | A. obligua |[Adulto |H M indica |6 31,431|75 49,365

de Ant
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_ Santa Fe o
PAA039 33190 A. obliqua |Adulto |M M indica |6 31,431|75 49,365
de Ant
_ Santa Fe o
PAA040 33191 A. obligua |Adulto |M M indica |6 31,431|75 49,365
de Ant
PAAO41 A. striata Larva |NA [Unalmed |P guajava |6 15.802|75 34.655
PAA042 A. striata Larva |NA [Unalmed |P guajava |6 15.802|75 34.655
PAA043 A. striata Larva |NA [Unalmed |P guajava |6 15.802|75 34.655
A. Rionegro |F
PAAO44 Larva |NA _ _ 6 07,842|75 24,901
fraterculus Corpoica |sellowiana

Fuente ProyectoAnastrephantioquia(PAA).

A partir de los 40 montajes insestadultos y larvas identificados morfologicamente (cuatro
montajes de larvas que se deterioraron se asignaron los coBige941, PAA042, PAA043
PAA044 (ver tabla 13.39e tomaron y extrajeron los tejidos para la obtencion de las secuencias. En
total & obtuvieron 44 secuenciasucleotidicas las cuales después de ser verificadas segun se
describié en materiales y métodos correspondieron con el fragmento degesaloalizo su

asignacion a una de las tres espg@ion base en las secuendiAsexo E)

3.3.1 Alineamiento, canposicion y divergencia nucleotiica.

La longitud de las secueias editadas y alineaddise de 626 pb (Fig. 67.3), se utilizd la secuencia
KT594127 deA obliquaColl0 de Colombia deludor Scally ¢ al 2016 @l APHIS USDA
publicada erGen Bank, como referencia para obtener los sitios variables y conservados de las

secuencias de lasgesespecied\. fraterculus, A. striata y A. obliquia

Las secuencias tuvieron una longitud de aproximadamente 700 pb y comuagwoia de
los estudiosrealizados, no se observaron diferencias de longitud para ningdgidos taxa
analizados(Figura 66.3)Fue la esperada y estuvo de acuerdo con los trabajos previos efectuados

en otras especies de insectos del orden Didt€temar, Tamura, & Nei, 2004 )
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Figura 66-3: Gel de agarosa TE 1% con los productos amplificados de COl para las tres especies
moscas de la fruta colectadas en las tres zonas de vida.

PROYECTO ANASTREPHA ANTIOQUIA (PAA)

Larva Adulto Larva- Adulto e Adulto
A. fraterculus A. fraterculus ~ A. obliqua A obliqua  A.striata A.striata
 —

—_— T~ —
PM 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 1617 18 CN PM

Pb
700) --—-—-—-—---—“-&-

F00
oo

jL00

Pb= Pares de basP#/: marcador de pesokb CN Control Negativo
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Figura67-3: Al i neami ent o m%l tiple de 626 nucle-tidos deAnasteeghar e mo 50¢C

presentes en tres zonas de vida.

Domain: Data 3 7 8 25 28 29 30 32 34 37 42 44 52 53 59 73 76 79 95 108
KT594127A.
obliqua A T A T A A T G A G C C T T C A C A G A

PAAOO2 Larva
A. fraterculus

PAAQO3 Larva

A. fraterculus

PAAO004 Larva

A. frateculus

PAAQO5 Larva

A. fraterculus . . . . . . . . . A

PAAQO06 Larva
A. fraterculus . . T

PAAQOQO7 Larva
A. fraterculus . . . . . . . . . . . . . . . G

PAAO008 Larva
A. fraterculus

PAAO09
Hembra
A. fraterculus

PAA010
Hembra
A fraterculus

PAAO11
Hembra
A. fraterculus T . T G

PAA012 Macho
A. fraterculus . . . . . . . . . A



PAA013 Macho
A. fraterculus

PAA014 Macho
A. fraterculus
PAAO44 Larva
A. fraterculus
PAAQ15 Larva
A. striata
PAAQ16 Larva
A. striata
PAAQ17 Larva
A. striata
PAAQ18 Larva
A striata
PAAQ019 Larva
A striata
PAAOQ020 Larva
A. striata
PAAO21 Larva
A. striata
PAAQ022 Larva
A. striata

PAA023
Hembra
A. striata

PAAD24
Hembra
A. striata

PAA025
Hembra
A. striata

PAA026 Macho
A. striata

101
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PAAO027 Macho

A. striata . . . . T . . . . A . . C C . T
PAA028 Larva

A. obliqua . C . . . . . . . A . . . C . . T
PAA029 Larva

A. obliqua . C . . . . . . . A . . . C . . T
PAAO41 Larva

A. striata . . . . T . . . . A . . C C . T
PAAO42 Larva

A. striata . . . . T . . . . A . . C C . T
PAA043 Larva

A. striata . . . . T . . . . A . . C C . T
PAAO30 Lava

A. obliqua . c . . . . . . . A . . . c . . T
PAAO031 Larva

A. obligua. . c . . . . . . . A . . . c . . T
PAAQ32 Larva

A. obliqua . c . . . . . . . A . . . c . . T
PAAQ33 Larva

A. obliqua . c . . . . . . . A . . . c . . T
PAAO34 Larva

A. obliqua. . c . . . . . . . A . . . c . . T
PAAO35 Larva

A. obliqua. . c . . . . . . . A . . . c . . T
PAAO036

Hembra

A. obliqua . . c . . . . . . . A . . . c . . T
PAAO037

Hembra

A. obliqua . . c . . . . . . . A . . . c . . T
PAAO38

Hembra

A. obliqua . . c . . . . . . . A . . . c . . T
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PAA039 Macho
A. obliqua . . c . . . . . . . A . . . c . . T

PAA040 Macho

A. obliqua . . c . . . . . . . A . . . c . . T

Domain:Data 109 110 111 127 166 175 181 188 191 194 196 197 199 200 201 202 204 205 206 209
KT594126

A. obliqua T A AT T A T T T G A C T T T A T A T G

PAAO002 Larva

A. fraterculus.
PAAO0O3 Larva

A. fraterculus
PAAO004 Larva

A. fraterculus C
PAAQO5 Larva

A. fraterculus

PAAQO06 Larva
A. fraterculus

PAAOO7 Larva
A . fraterculus
PAAO008 Larva
A. fraterculus

PAA009
Hembra
A. fraterculus

PAA010
Hembra
A fraterculus

PAAO11
Hembra
A. fraterculus



PAAO012 Macho
A. fraterculus.

PAA013 Macho
A. fraterculus

PAAO014 Macho
A. fraterculus
PAAO44 Larva
A. fraterculus
PAAO15 Larva
A. striata
PAAO16 Larva
A. striata
PAAO17 Larva
A. striata
PAAQ18 Larva
A striata
PAAO019 Larva
A striata
PAA020 Larva
A. striata
PAAO021 Larva
A. striata
PAA022 Larva
A. striata

PAA023
Hembra
A. striata

PAA024
Hembra
A. striata

PAA025
Hembra
A. striata
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PAA026 Macho
A. striata C . . A cC 7T C . C . . . C . . G

PAAO027 Macho

A. striata C . . A C T C . c . . . c . . G
PAA028 Larva

A. obliqua . . . . . . c . . . . . . . . G
PAA029 Larva

A. obliqua . . . . . . c . . . . . . . . G
PAAO41 Larva

A. striata C . . A C T C . c . . . c . . G
PAAQ042 Larva

A. striata C . . A C T C . c . . . c . . G
PAA043 Larva

A. striata C . . A C T C . c . . . c . . G
PAAO030 Larva

A. obliqua . . . . . . c . . . . . . . . G
PAAQO31 Larva

A. obligua. . . . . . . c . . . . . . . . G
PAAQ32 Larva

A. obliqua . . . . . . c . . . . . . . . G
PAAQ33 Larva

A. obliqua . . . . . . c . . . . . . . . G
PAAO34 Larva

A. obliqua. . . . . . . c . . . . . . . . G
PAAQ35 Larva

A. obliqua. . . . . . . c . . . . . . . . G
PAA036

Hembra

A. obliqua . . . . . . . c . . . . . . . . G
PAA037

HembraA.

obliqua . . . . . . . c . . . . . . . . G



PAA038
HembraA.
obliqua .

PAA039 Macho
A. obliqua .

PAA040 Macho
A. obliqua .

Domain: Data

KT594127
A. obliqua

PAAOO2 Larva
A. fraterculus.
PAAQ0O03 Larva
A. fraterculus
PAAQO4 Larva
A. fraterculus
PAAQO5 Larva
A. fraterculus

PAAQO06 Larva
A. fraterculus

PAAOQOQO7 Larva
A . fraterculus

PAAO008 Larva
A. fraterculus

PAA009
HembraA.
fraterculus

PAA010
HembraA
fraterculus

G

A

A

Cc

A

A

C

A

A

G

A

C

A

T

A

T

G

T

C

C

C

210 211 214 231 239 245 247 248 249 250 253 256 257 262 268 269 270 272 278 281

T
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PAAO11
HembraA.
fraterculus . . G

PAAO012 Macho
A. fraterculus

PAA013 Macho
A. fraterculus

PAAO014 Macho
A. fraterculus

PAAO44 Larva
A. fraterculus

PAAO15 Larva

A. striata T . . G . . . . . . T . . G . . . . T C
PAAQ16 Larva

A. striata . G . . . . . . . . T . . G . . . . T C
PAAQ17 Larva

A. striata . G . . . . . . . . T . . G . . . T T C
PAAQ18 Larva

A striata . G . . . . . . . . T . . G . . . . T C
PAAO019 Larva

A striata . G . . . . . . . . T . . G . . . . T C
PAAO020 Lava

A. striata . G . . . . . . . . T . . G . . . . T C
PAAO021 Larva

A. striata . G . . . . . . . . T . . G . . . . T C
PAA022 Larva

A. striata . G . . . . . . . . T . . G . . . . T C
PAAO023

Hembra

A. striata . G . . . . . . . . T . . G . . . . T C
PAAO024

Hembra

A. striata . G . . T 1T T G A T T € C G A C A . T C
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PAA025
Hembra
A. striata . G . . . . . . . . T . . G . . . . T C

PAA026 Macho
A. striata . G . . . . . . . . T . . G . . . . T C

PAAO027 Macho

A. striata . G . . . . . . . . T . . G . . . . T C
PAA028 Larva

A. obliqua . . . . . . . . . . T

PAAO029 Larva

A. obliqua . . . . . . . . . . T

PAAO41 Larva

A. striata . G . . . . . . . . T . . G . . . . T C
PAA042 Larva

A. striata . G . . . . . . . . T . . G . . . . T C
PAAQ043 Larva

A. striata . G . . . . . . . . T . . G . . . . T C
PAAOQ30 Larva

A. obliqua . . . . . . . . . . T

PAAOQO31 Larva

A. obliqua. . . . . . . . . . . T

PAAQ032 Larva

A. obliqua . . . . . . . . . . T

PAAQ033 Larva

A. obliqua . . . . . . . . . . T

PAAQ034 Larva

A. obliqua. . . . . . . . . . . T

PAAOQ35 Larva

A. obliqua. . . . . . . . . . . T

PAA036

Hembra

A. obliqua . . . . . . . . . . . T



PAAQ37
Hembra
A. obliqua .
PAA038
Hembra
A. obliqua .

PAA039 Macho
A. obliqua .

PAA040 Macho
A. obliqua .

Domain: Data

KT594127
A. obliqua

PAAQ02 Larva
A. fraterculus.
PAAQO3 Larva
A. fraterculus
PAAQOO4 Larva
A. fraterculus
PAAQO5 Larva
A. fraterculus

PAAQ0O06 Larva
A. fraterculus

PAAOQOQ7 Larva
A . fraterculus
PAAO008 Larva
A. fraterculus

PAAO09
Hembra
A. fraterculus

T

G

A

Cc

A

C

G

A

C

G

T

G

A

G

A

T

T

T

T

A

295 298 306 307 310 312 315 317 318 320 321 322 324 325 331 332 334 337 340 343

A
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PAA010
Hembra
A fraterculus
PAAO11
Hembra
A. fraterculus

PAAO012 Macho
A. fraterculus.

PAA013 Macho
A. fraterculus

PAAO014 Macho
A. fraterculus
PAAO44 Larva
A. fraterculus
PAAQ15 Larva
A. striata
PAAQ16 Larva
A. striata
PAAQ17 Larva
A. striata
PAAQ18 Larva
A striata
PAAO019 Larva
A striata
PAA020 Larva
A. striata
PAAO021 Larva
A. striata
PAA022 Larva
A. striata

PAA023
Hembra
A. striata
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PAA024

Hembra

A.striata A A C . GGG . T G A C T G T T C C C . . T
PAA025

Hembra

A. striata . A C . G . . . . . . T . . . . C

PAA026 Macho
A. striata . A C . G . . . . . . T . . . . C

PAA027 Macho

A. driata . A C . G . . . . . . T . . . . C
PAA028 Larva

A. obliqua . A . A

PAA029 Larva

A. obliqua . A

PAAO41 Larva

A. striata . A C . G . . . . . . T . . . . C
PAAO042 Lava

A. striata . A C . G . . . . . . T . . . . C
PAA043 Larva

A. striata . A C . G . . . . . . T . . . . C
PAAOQ30 Larva

A. obliqua . A

PAAOQO31 Larva

A. obliqua. . A

PAAQ032 Larva

A. obliqua . A

PAAO033 Larva

A. obliqua . A

PAAO034 Larva

A. obliqua. . A

PAAOQ35 Larva
A. obliqua. . A . A



PAA036
Hembra
A. obliqua .
PAAO37
Hembra
A. obliqua .
PAA038
Hembra
A. obliqua .

PAA039 Macho
A. obliqua .

PAA040 Macho
A. obliqua .

Domain: Data

KT594127
A. obliqua

PAAQ02 Larva
A. fraterculus.
PAAO0O3 Larva
A. fraterculus
PAAQOO4 Larva
A. fraterculus
PAAQO5 Larva
A. fraterculis

PAAQO06 Larva
A. fraterculus

PAAOOQ7 Larva
A . fraterculus

PAAO008 Larva
A. fraterculus

C

A

C

A

T

T

A

G

C

A

T

C

C

A

A

T

A

C

C

T

350 355 364 379 381 382 383 384 394 400 401 421 427 430 442 463 465 468 469 470

G
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PAA009
Hembra
A. fraterculus
PAA010
Hembra
A fraterculus
PAAO11
Hembra
A. fraterculus

PAAO012 Macho
A. fraterculus.

PAA013 Macho
A. fraterculus

PAA014 Macho
A. fraterculus
PAAO44 Larva
A. fraterculus
PAAQ15 Larva
A. striata
PAAQ16 Larva
A. striata
PAAQ17 Larva
A. striata
PAAQ018 Larva
A striata
PAAOl19Larva
A striata
PAAQ20 Larva
A. striata
PAAQ21 Larva
A. striata

PAA022 Larva
A. striata
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PAAO023
Hembra
A. striata
PAA024
Hembra
A. striata
PAA025
Hembra
A. striata

PAA026 Macho
A. striata

PAA027 Macho
A. striata
PAA028 Larva
A. obliqua
PAA029 Larva
A. obliqua
PAAO41 Larva
A. striata
PAA042 Larva
A. striata
PAA043 Larva
A. striata
PAAQ30 Larva
A. obliqua
PAAQ31 Larva
A. obliqua.
PAAQ32 Larva
A. obliqua
PAAO033 Larva
A. obliqua
PAAO034 Larva
A. obliqua.
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PAAO35 Larva
A. obliqua.

PAA036
Hembra
A. obliqua .
PAAO37
Hembra
A. obliqua .
PAA038
Hembra
A. obliqua .

PAA039 Macho
A. obliqua .

PAA040 Macho
A. obliqua .

Domain: Data

KT594127
A. obliqua

PAAO00O2 Larva
A. fraterculus.
PAAO0O3 Larva
A. fraterculus
PAA004 Larva
A. fraterculus
PAAQO5 Larva
A. fraterculus

PAAO0O06 Larva
A. fraterculus

PAAOOQ7 Larva
A . fraterculus

T

T

T

T

T

T

T

C

T

T

G

T

T

A

A

T

T

A

T

G

A

G

G

C

T

T

C

474 478 481 484 486 489 493 496 502 503 505 506 511 512 521 524 525 528 533 534

T
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PAAOOS8 Larva
A. fraterculus

PAA009
Hembra
A. fraterculus
PAA010
Hembra
A fraterculus
PAAO11
Hembra
A. fraterculus

PAAO012Macho
A. fraterculus.

PAA013 Macho
A. fraterculus

PAA014 Macho
A. fraterculus
PAAO44 Larva
A. fraterculus
PAAQ15 Larva
A. striata
PAAQ16 Larva
A. striata
PAAQ17 Larva
A. striata
PAAQ018 Larva
A striata
PAAO019 Larva
A striata
PAA020 Larva
A. striata

PAAO021 Larva
A. striata
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PAAO22 Larva
A. striata
PAAO023
Hembra
A. striata
PAA024
Hembra
A. striata
PAA025
Hembra
A. striata

PAA026 Macho
A. striata

PAAO027 Macho
A. striata
PAA028 Larva
A. obliqua
PAA029 Larva
A. obliqua
PAAO41Larva
A. striata
PAA042 Larva
A. striata
PAA043 Larva
A. striata
PAAO030 Larva
A. obliqua
PAAO31 Larva
A. obliqua.
PAAO032 Larva
A. obliqua
PAAO033 Larva
A. obliqua
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PAAQ034 Larva
A. obliqua.

PAAQ35 Larva
A. obliqua.
PAA036
Hembra

A. obliqua .
PAA037
Hembra

A. obliqua .
PAAO038
Hembra

A. obliqua .

PAA039 Macho
A. obliqua

PAA040 Macho
A. obliqua .

Domain: Data

KT594127
A. obliqua

PAAO00O2 Larva
A. fraterculus.
PAAO003 Larva
A. fraterculus
PAA004 Larva
A. fraterculus
PAAQO5 Larva
A. fraterculus

PAAQ006 Larva
A. fraterculus

T

A

535 536 537 538 540 541 547 548 549 551 553 556 557 559 561 564 568 573 574 577

T

T

A

C

T

A

G

T

C

T

T

G

T

C

T

T

T

A

A

118



PAAOO7 Larva
A . fraterculus

PAAOQOOS8 Larva
A. fraterculus
PAA009
Hembra

A. fraterculus
PAA010
Hembra

A fraterculus
PAAO11
Hembra

A. fraterculus

PAAO012 Macho
A. fraterculus

PAA013 Macho
A. fraterculus

PAA014 Macho
A. fraterculus
PAAO44 Larva
A. fraterculus
PAAQ15 Larva
A. striata
PAAQ16 Larva
A. striata
PAAQ17 Larva
A. striata
PAAOl18Larva
A striata

PAAO019 Larva
A striata

A
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PAAO20 Larva
A. striata

PAAO21 Larva
A. striata

PAAO22 Larva
A. striata

PAA023 embra
A. striata

PAAO24Hembrsz
A. striata

PAAO025 embra
A. striata

PAA026 Macho
A. striata

PAA027 Macho
A. striata
PAA028 Larva
A. obliqua
PAA029 Larva
A. obliqua
PAAO41 Larva
A. striata
PAA042 Larva
A. striata
PAA043 Larva
A. striata
PAAO030 Larva
A. obliqua
PAAO031 Larva
A. obliqua

A
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PAA032 Larva
A. obliqua

PAAOQO33 Larva
A. obliqua
PAAQ34 Larva
A. obliqua
PAAOQ35 Larva
A. obliqua
PAAQ036
Hembra

A. obliqua

PAA037 embra
A. obliqua

PAAO38

HembraA.
obliqua

PAA039 Macho
A. obliqua

PAA040 Macho
A. obliqua

Domain: Data

KT594127
A. obliqua

PAAO002 Larva
A. fraterculus
PAAO003 Larva
A. fraterculus
PAAO0O0O4 Larva
A. fraterculus

PAAQO5 Larva
A. fraterculus

T

c

c

T

T

T

A

T

T

C

A

T

G

G

G

G

A

580 583 589 590 591 595 598 601 610 611 613 617 620 623 624 625 626

G
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PAAOQOO6 Larva
A. fraterculus

PAAQQ7 Larva
A fraterculus
PAAQ008 Larva
A. fratercdus

PAAQ0Q9
HembraA.
fraterculus
PAA010
HembraA
fraterculus

PAAO11
HembraA.
fraterculus

PAAO012 Mado
A. fraterculus

PAA013 Macho
A. fraterculus

PAA014 Macho
A. fraterculus
PAA044 Larva
A. fraterculus
PAAQ15 Larva
A. striata
PAAQ16 Larva
A. striata
PAAQ17 Larva
A. striata

PAA018 Larva
A striata
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PAAO19 Larva
A striata

PAA020 Larva
A. striata
PAAO021 Larva
A. striata
PAAQ22 Larva
A. striata
PAA023
HembraA.
striata
PAA024

Hembra A.
striata

PAA025

HembraA.
striata

PAA026 Macho
A. striata

PAA027 Macho
A. striata
PAA028 Larva
A. obliqua
PAA029 Larva
A. obliqua
PAAO41 Larva
A. striata
PAA042 Larva
A. striata
PAA043 Larva
A. striata
PAAO030 Larva
A. obliqua
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PAAO031 Larva
A. obliqua
PAA032 Larva
A. dbliqua
PAAO033 Larva
A. obliqua
PAA034 Larva
A. obliqua

PAAQ35 Larva
A. obliqua

PAAO36Hembrsz
A. obliqua

PAAO37Hembra
A. obliqua

PAAO38Hembre
A. obliqua

PAA039 Macho
A. obliqua

PAA040 Macho
A. obliqua.

El alineamiento se interpreta de la siguiente manera: cada nucleétido es representado por una letra, asi: Adeninaa(AJ)Guanin
Citosina (C) y Timina (T). En la parte derecha se encuentran las especies y cddgagi@ representa cada especie, en la parte
izquierda, la numeracion de nucleétidos contados hasta ese punto. Los puntos indican homologia entre los diferentey leplotipo

letras, los sitios variables.
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Se encontré 23 haplotipale la secuencia bavde en lag4 secuencias de laxdividuos estudiadode los cuales 11 fueron de la

especiéA. fraterculus,ochofueronde A.striatay cuatrodeA. oblicug. Un haplotipo se define como una secuencia de ADN que
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difiere de otra en al menos un nucleoti8e.detecto la presencia ciaco haplotipos idénticos entre laraalulto de unanisma

especie en los haplotipos upaosde la especi@. striatg tresy seisde la especid. fraterculusy 21 de la especié. obliquay
haplotipos muy similares y en unasma agrupaciorN.J (figura 68.3pe individuos correspondientes a una misma especie en los
demds casos. Al disponer de los haplotipos de los adultos verificados para cada especie y de haplotipos identicog o Isisilares
inmaduros, se logré mediarteasociacion larvadulto con base en la secuencia bdec@omprobar el uso exitoso de la secuencia

para identificar dichas especies en el estado de lafvar Anexo F
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Los resultados erérminos de divergencias y distancias genéticas permitierorasetsramente

los individuos de las tres especika. divergen@ genética entre individuos cpecificos vario

entre 0,6 y 1,3, mientras que el valor promedio de diferémeigespedico fue superior al 7,9. Al

realizar el analisis de barcoging gagemprobo que los valores de distancia intra y entre las especies

no se solapaban y se encontr6 consistencia de la region barcode como marcador de las tres especies.
Asi, los tres grupos, cada uno correspondiente a una especie, se diferencian como miroeso

de 2,15% de divergencia genétifder Anexo F).

La identificacién de individuos con base en morfolagé@ecular coincidié en un 100%. Es decir,

gue la secuencia barcode permitio discriminar todos los individuos en estado de larva, asociandolos
a las secuencias barcode de adultos previamente determinados y con identidad verificada por
morfologia. Los resultados sugieren que la morfologia de adultos e inmaduros permitié en este
caso por si sola, la asignacion de los individuos a especies. kd#oos protocolos de aclaracion

y montaje de las laas yde los adultos y el uso de las claves taxondmicas para la identificacion

de las tres especies, aunque en un proceso mas demorado y con mayores requerimientos que
cuando se combino6 con la metodgiln molecular.

Al evaluar los resultados mediante las agrupaciones en un N.J, los resultados fueron consistentes
encontrandose tres agrupaciones, cada una correspondiendo con una especie e integrando los
individuos larvas y adultos de cada especie (figif&). Las agrupaciones de las espegies
fraterculus, A. striata, A. obliquafyeron soportadason valores de bootstrap de 980% y

98% respectivamente.

Cuando se realizé un NJ incluyendo las secuencias de dos de las especies que apatadas repor
previamente para Colombia y que se encontraron en gen bank (figura 69.3) los resultados se

mantuvieron, indicando las mismas tres agrupaciones.
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Figura 68-3: Dendrograma de Neighbdoining con el modelo K2P y bootstrapp @000
réplicas, mostrando valores de bootsttapndo estos son superiores @8en las secuencias de
ADN del fragmento CObarcode de las secuencias originales del Proyecto Aplaat(EBAA)

Paracantha_gentilis KMO39266
PAADLG Larva_A._striata_Medellin
PAAD17_Larva_A._striata_Medellin
PAAD26_Adulto_Hembra_A_striata_Medellin
PAAD2] Lava_A. strista_Medellin
PAAD2S_Adulto_Hembra_A._strista_Medellin
PAAD4] Lava_A._striata_Medellin
PAAD27_Adulto_Hembrs_A._strista_Medellin
PAADLS Lava_A_strista_Medellin
PAADLY Lava_ A strista_Medellin
PAAD20 Lava_A._strista_Medellin
PAAD23 Lava_A._striata_Medellin
PAAD42 Lava_A._striata_Medellin
PAAD43 Larva_A._strista_Medellin
PAAD22 Lava_A._striata_Medellin
— PAA0LS Lava_A._strista_Medellin
L5 AA024 Adulto Hembra A_strista_Medellin
PAAD30_Lava_A. obliqua_Sada fe_de_ Ant
PAAD2O Lava_A. obliqua_Sata fe_de_ St
g PAAO3]_Larva_A._obliqua_Sata_fo_de-_Ant
- Lava_A._obliqua_Sata_Fe_ St
[GﬁAAUﬁ _Larva_A._obliqua_Sata_Fe_ At
PAAD32 Larva_A. obliqua_Sada_Fe_de_Ant
T PAAD33 Lawva_A._obliqua_Sata_Fe_de_Ant
PAAD34 Lava_A._obliqua_Santa_Fe_de_Ant
¥ PAAD3G_Adulto_Hembra_A. obliqua_Sata_Fe Sfag
7 PAAD3T_Aculto_Hembra_A. obliqua_Sata_Fe_ Sfag
91 7 DAAD3S_Adulto Hembra_A._obliqus_Swuta Fe_ A
PAAD3O Adulto_Macho_A._obliqua_Sada_Fe_Ant
8944040 Adulto Macho A._obliqua_Sata_Fe_Aut
PAADD] Lava_A fratercabus _Riomegro
PAADD4 Lava_A. fratercubhus_Riomegro
PAADDS Lava_A. fratercuhis_Rionegro
PAADDYS _Adulto_Hembra_A._fraterculus_Riomegro
PAADL]_Adulto_Hembra A fratercubus_Rionegro
98 PAADLS_Adulto_Macho_A._fraterculus_Riomegro
PAAD44 Lava_A. fratercubhis_Rionegro
. PAADDS Lava_A. fratercubis_Rionegro
L5844012_Adulto_Macho_A._fraterculus_Riomegro
PAADD2 Lava_A. fraterculus_Riomegro
PAADDS_Lava_A. fratercuhis_Riomegro
PAADIO_Adulto_Hembra_ A fratercubus_Riomegro
PAADL4_Adulto_Macho_A._fraterculus_Rionegro
— PAAODT Lava_A fratercuhus_Riomegro
L 534008 Larva_A_frsterculus_Rionegro

LY

-] 100
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Figura 69-3: Dendrograma de Neighbdoining con el model&2P y bootstrapp de 10000
réplicas, con valores de batriap cuando son superiores @8en los haplotipos colombianos
del fragmentdCOX2-barcode para tres especies de moscas de la fruta en tres zonas de vida

Paracatha_gatilis KMO39266
PAAD24_Adulto_Henbra_A._striata_Medellin
KU985250__Anastreplu_striata
PAA026_Hanbra A, _strista_Medellin
PAADL7_Lava_A._striata_Medellin
KU985249_Anastrepha_striata
KU985253_Arastrepha_striata
KUD85248__ Anastrepha_striata
PAAD44_Lava_A._strista_Medallin
PAAD43 _Lava_A. strista_Medellin
PAAD4] Luva_A._strista_Medellin
PAAOLS_Luva_A. _strista_Maedellin- Ant
TO0 PAADIS Luva_A_striats_Medellm
PAADIO Luva_A_strista_Medellm
PAAD20_Luva_A _strista_Medellm
PAAD2]_Lewva_Ansstrepha_strista_Rionegro
PAAD23 Luwva_A _strists_Medellin
PAAD2S_Haxbra A _strista_Medellm
PAAD27 _Hanbr A _strista_Medellm
KUDE5252_Anastrepha_strista
PAADIS_ Luwa_A._strista_Medellin
PAAD22 Lawa_A._strista_Medellin
KUPE5251_Anastrephu_strista
~ KUDES25S_Anastreplu_strista
1 100 L 5fuoss254_Anastreph_strista
— KT594116_Arwstrepha_obliqua
LE 504118 _Anastreplu_obliqua
188504117_snwstreplu_obliqua
PAADO]_Luva_A fistercudus_Rionegro
PAADD2_Lava_A._fostercuhis_Rionegro
PAADLO_Heaubrs _A_fisterculus_Rionegro
PAADD3 Lava_A._frsterculus_Rionegro
PAADDY Haubra A _fistercubus_Rionegro
- PAADO4_Luva_A._fiatarcudus_Rionegro
T PAAOL4 _Adulto_Macho_A. _fisterculus_Rionegro
84 —————— PAAD06_Luva_A _fistercubus_Rionego
- PAAD1]_Adulto_Hanbr_A._fsterculus_Riomegro
PAADIS_Adulto_Macho A, _frterculus_Rionegro
- PAAD4Y Luwva A fimtercubis Fionegro
PAADOS Luwa_A _ftacubes_Rionego
[ﬁﬂamn_m_m_A _fatecubs_Pionego
[ PAADOE Luwva_A fwtacubs_Rionego
53AM07_L¢~.1_A_ Seacads_Rioego
PAAD3]_Lewva_A _obliqu_Seta & de
PAAD30 Luva_A _oblique_Seds fo_Ane
g PAA032 Lewva_A _obliqua_Swws fo_de_Am
L PAAD3 _Lewa_A_obliqu_Seda_Fe_de_Am

1 54 PAAD2O_Luva_A._obliqus_Seds_Fe_Am
L BPaA036_Lava_A _oblique_Seva_Fe_Ant
—  DPAAO34 _Luwva_A_obliqu_Seda_Fe_de_Awt
PAAD3S_Luva_A_obliqua_Swa_Fe_de_Ant
PAAD37_Hembrs_A._obliqua_Suda_Fe_Ant
PAAD3S_Haubrs_A._obliqua_Swda_Fe_Ant
PAAD39_Huubra_A._obliqua_Sua_Fe_Aut
PAAD4]_Macho_A._obliqua_Sada_Fe At
PAAD42_Macho_A._obliqua_Sada_Fe_Ant
KT504126_Anastrephu_obliqua
£ KT594123_Anastrepl_obliqua
§r594119_mmpm_ohumu
T594120_Anastrepha_obliqua
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Las secuencias para las especies de mméColombia, encontradas en la base de datos Gen
Bank fueron las reportadas plos autoresScally et a{2016)con codigo KT 594116, KT 594117

KT 594118, KT 594119 KT 594120 KT 594123 KT 5941K®%,594127 que hasido trabajads

por el APHIS USDA para&nastrepha obliquan Colombia, y par&nastrepha striatacddigos
KU985253,KU985249,KU985255, KU985254 y KU98528¢portadas poGallo Et al (2016)
procedentes de Colombia de la Universidad del Valle, en la Ciudadlde

Para la especi@nastrephdraterculus en Colombia no se encontraron secueneipsrtadas.

Al comparar las secuencias Aeobliquacon las secuencias registradas en Gen bank de la misma
especie se puede observar (figura 72.3) que los hagodg@ombinan con un porcentaje de
similitud de 98%En la especié striatase observgue los haplotippdelas secuencias seleccionadas

se combinan con lagtproyecto yse definen muy bien con un porcentaje de 100%.

Existen algunas secuencias del Auszally et al2016)de A. obliquapara Colombia, que no se
combinaron con con la ssecuencias del proyecto de la misma especie, esto puedo haber sido debido
a que debido a que pertenecen a un complejo de especiesgiodlente son muy parecidas

pero el analisis molecular las diferencio debido posiblemente a que pertenecen a zonas geogréaficas
muy diferentes, aun asi el autor no especifica de que zonas geograficas de Colombia pertenecen

SuUS secuencias.
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4. Capitulo 4. Discusion

En el presente estudio, basadwmsmorfologia y secuencias DNA barca#eidentificaron tres
especies del génernastrephagn los frutales Guayaba Feijoge{joa sellowianal), Guayaba

comun Psidium guajabd.) y mango (nanguifera indical.) de Rionegro, Medellin, y Santa Fe de
Antioquia.

Se verifico la capacidad dedecuencia cédigo de barrpara la identificacioule las tres especies

en los nimeros de individuos estudiados y con la procedencia sefialada, encontrgadatedca
discriminatoria de los individuos inmaduros y permitiéndose la asignacion a una especie mediante

la asociacion larva adulto (en términos de la comparaciéon de las secuencias).

Si bien la morfologia permite hacer la separacion de las especieaniemgr en el estado adulto,

no es tan facil en términos logisticos y taxondmicos como base para la determinacion de indices,
y las actividades de monitoreo y control. En este sentido la secuencia aparece promisoria para
realizar de forma rapida y costfectiva la determinacion en larvas, ahora que se dispone de las
secuencias de adultos confirmados morfolégicamente por las personas con la capacidad y
experticia en el pais.

Aspectos importantes a considerar son los relacionados con la validaciéa dellasecuencia,

considerando el rango de distribucion de las especies en el departamento, el pais y en su rango de
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hospederos. La verificacion del barcoding gap o0 espacio intra especie vs inter especie, es un
aspecto fundamental en relacién con el ustadsecuencia.

Los alcances del presente estudio eran de creacion de una linea base de informacion y exploracion,
pero los resultados sugieren la importancia de dar continuidad a la validacion y de considerar en
términos costo efectivos bajo las condi@emeales y actuales de instituciones como el ICA, la
necesidad y factibilidad de uso de una herramienta como ésta, para actividades incluyendo las de
cuarentena.

Este estudio esno deprimeossobre el génerdnastrephay en general para las moscas dieuta

en Colombia que considera datos moleculares y en particular de la secuencia Racadé pais

existen reportadas sdd secuencias codigo de para las moscas de laArudhliqua(9) y A. striata

(8) y A. grandis(2) y de la Mosca del MetirraneoCeratitis capitata(5). En la base de gen bank
existen538secuencias del génetmastrephage las cuales la mayoria son de especimenes de paises
como Paraguay, Brasil Peru, México, Argentina, Costa Rica, Colombia Guatemala, Belize,

Venezuela Ecuadoy Republica Dominicana, Panama, Argentina, Barhados

Trabajos completos sobre el uso de la secuencia barcode en moscas de la fruta han sido realizados por
Scally et al(2016) quienesexaminaron la variaciomtra-especifica dentro d&. obliquaen un

rango geografico desdegentina hasta Mexicasi comdasrelaciones interespecificas con otras
especies dénastrephausando un conjunto de datos de locus multiple que comprende 9 loci (7
nucleares, 2 mitoconidtes) con 105 especimenes secuenciados. Los resultados basados en un
conjunto concatenado de loci nucleares apoyan fuertemente la mondfiliall@&uay la mayoria

de las otras especies previamente identificadas por morfologia. También se ideraitiddsibn

entre las muestras dénastrepha obliqugperuana y las de otros lugares. Estos resultados
contrastan con los hallazgos previos de las relaciones den#o aaiquabasados en datos
mitocondriales,donde se encontréina marcada discrepancia rentfilogenética nuclear y
mitocondrial. Estos analisis sugierena posiblantrogresion, particularmente entre especies de

A. obliquay A. fraterculus asi mismo, la alta diversidad mitocondrial reportada pArabliqua

podria ser el resultado de lasifecacion incompleta del linaje

Smit et al (2013), realizaron un ensayo de viabilidad de la identificacion molecular de moscas de

la fruta europeas (Diptera: Tephritidae) basado en secuencias COIl de cédigo de barras. Un
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conjunto de datos que contienes5ecuencias de 135 especies de tres subfamilias y 42 géneros
especie usada como grupo exteiBstos autores concluyeron querd|3% de todas las especies

se podrian identificar basandose en su cédigo de barras deo@§ilerando similaresmilitudes

y/o distanciasgeneticas Entre los génerosstudiadosse encuentram canthiophiluswalkeri
Bactrocera oleae Rhagoletis cerasi Rhagoletis samojlovitshae Rhagoletis cingulata
Plaumannimyiasp. Sphenella marginata Terellia colon, Tephritis nebulosa, Tiardliteola,
Trupanea cf. Metoeca, Trypeta artemisiae, Ulidia nigripennis, Urophora ivannikovi.

Gallo et al (2016) evaluarcel efecto de l@oordillera de losAndes sobre la estructura poblacional
de A. striata individuos colectados einutos dePsidiumguajavade tres regiones naturales del
suroeste de Colombia (Pacifi€tosta, region montafiosa y valle interanglidel rio Caucaen
Colombig. Sobre la base de un 1318 pb concatenadiosdgenes (COI) y NADHDeshidrogenasa
subunidads (ND6), 14 haplotipgsencontraron cambios entre ellos (entre 1 y 3).FAld so6lo un
haplotipo dominante en las tres regiorg&ss concluyd queok Andes no son una barrera eficaz para
el aislamiento genéticae las poblaciones de la costa del Pacifico en comparaciohason
poblaciones de los valles interandinBsicontraron que las distancias intra e inter especificas en
estas tres regiones fue de 0.0 a (.d%tos datos estan cerca de los que se analfilizo en la éspecie
striata del presente estudio de variabilidad molacwa que estuvo entre 0.6 y 1.3 debido a que se

encuentra en una zona geografica diferente.

Para el autor es claro queTlaxonomia es una sola y las especies no se identficdunsivamente

con base en una region molecular o un gen; no obstantesajagaosticas como la secuencia codigo

de barras son de utilidad y usadas con cuidado y responsabilidad, pueden sin duda apoyar procesos
demandantes en el caso de insectos que requieren nhasdjallazgos del presente estudio sumados

a reportes inicigs asi lo sugieren.
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5. Capitulo 5: Conclusionesy recomendaciones

1 Con base en el presente estudio se establece la variabilidad morfologica y molecular entre
las especies\. fraterculus A. striatay A.obliquaen cuanto a la variabilidatholecular
expresada como divergencia en los haplotiposladsecuencia DNA barcode entre
individuos de las tres especies, se determin0 que ésta es sufmierteescenario
estudiado, como para considerar dicha secuencia de uso potencial en la asimacion
individuos con identidad desconocida, a grupos de secuencias que a su vez se identifican
con base en las secuencias de individuos adultos previamente determinados por taxonomia
a especies. Con base en ello, la identicacion de individuos en el eskada de considera
de gran utilidad.

1 Obtener una libreria de secuencias cédigo de barras de ADN a lo largo de la distribucién
geografica de las moscas de la fruta del gerstudiado, permitirida validacion e
implementacién de esta metodologia a nidgpartamental, proporcionando un

procedimiento mas rapido y efectivo para la determinacion de los indices e incluso, que
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podria ser usado como apoyo en el control de calidad de los frutos, en relaciéon con las
normas de cuarentena que involucran estetinggaga

1 Este es el primer trabajo que se realizo en el Departamento de Antioquia y se considera
pionero en la combinacion de caracteres morfoldgicos utilizando las claves disponibles y
caracteres moleculares urilizando secuencias de ADN con el gerapl@ados a tres

especies dAnastrephan Colombia.
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