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RESUMEN

Los parasitoides son clave para entender la complejidad ecoldgica y evolutiva de la interaccion
antagonista planta-herbivoro. La hierba anual Datura stramonium varia geograficamente en sus defensas
directas contra herbivoros. Su herbivoro especialista, Lema daturaphila, esta adaptado a dichas defensas,
y es a su vez hospedero de diferentes especies parasitoides que reducen drasticamente sus poblaciones.
El objetivo de este trabajo fue determinar el rol ecoldgico y evolutivo de los parasitoides en esta
interaccion. Para ello se utilizaron dos aproximaciones diferentes: el analisis de la emision de compuestos
organicos volatiles (VOCs) por D. stramonium como un mecanismo de defensa indirecta para atraer
parasitoides; y el analisis la estructura filogeografica de Emersonella lemae, parasitoide de los huevos de
L. daturaphila y causante de una alta mortalidad en sus poblaciones. La produccion de VOCs se
determind en plantas de un mismo genotipo de D. stramonium, asignadas a diferentes tratamientos que
alternaron el tipo y estado de desarrollo de los herbivoros. Por otra parte, se amplificaron dos marcadores
mitocondriales (Cyt-b y COI) en individuos de E. lemae de doce poblaciones del Centro de México. Se
identificaron 6 VOCs, importantes como atrayentes de parasitoides y depredadores en otros sistemas
tritroficos. Se dtectaron diferencias cualitativas entre los tratamientos en el emision de VOCs; no hubo
diferencias cuantitativas. Todos los VOCs liberados por D. stramonium tienen un papel potencial en la
atraccion de los parasitoides de L. daturaphila. Por otra parte, las poblaciones de E. lemae poseen una
alta diversidad genética y haplotipos Unicos en cada localidad. Los andlisis de estructura genética
separaron a la poblacion de Valsequillo y Toluca del resto de las poblaciones. Un patrén filogeografico
similar ha sido reportado para su insecto huésped L. daturaphila, y se relaciona con las principales
barreras geograficas del Centro de México, que limitan el flujo génico entre las poblaciones. En conjunto,
estos resultados nos permiten conocer de qué manera interactian los tres niveles troficos y sefialan las
vias de estudio de las defensas indirectas de D. stramonium y la variacion genética de los parasitoides de

su principal herbivoro (en especifico, E. lemae).



ABSTRACT

Parasitoid insects are key to understanding the ecological and evolutionary complexity of the antagonistic
plant-herbivore interactions. The annual herb Datura stramonium varies geographically in the extent of
its direct defenses against herbivores. Its main, specialist, herbivore, Lema daturaphila, is adapted to
cope with these defenses and, in turn, is the host of different parasitoid species that drastically decimate
L. daturaphila populations. This study aimed to determine the ecological and evolutionary roles of
parasitoids in this interaction. For this, two different approaches were used followed: First, the analysis
of volatile organic compounds (VOCs) emission by D. stramonium’s plants, as an indirect defense
mechanism to attract parasitoids. Second, the analysis of the phylogeographic structure of Emersonella
lemae, parasitoid of L. daturaphila’s eggs, an antagonist that causes a high mortality in L. daturaphila
populations. VOCs production was determined in plants of a single genotype of D. stramonium, assigned
to different treatments varying in the type and stage of development of herbivores. On the other hand,
variation at two mitochondrial markers (Cyt-b and COI) was screened in individuals of E. lemae from
twelve populations in Central Mexico. Six VOCs were identified as important attractants for parasitoids
and predators, like in other tritrophic systems. There were qualitative, but quantitative, differences
between treatments in VOCs emission. All volatiles emited by D. stramonium’s plants have a potential
role in attracting parasitoids of L. daturaphila. Further, E. lemae populations possess high genetic
diversity and exclusive haplotypes in each locality. Genetic structure analyzes revealed that populations
of Valsequillo and Toluca diverge from all other the populations. A similar phylogeographic pattern has
already been reported for its insect host L. daturaphila and are likely related to the main geographic
barriers in Central Mexico, restricting gene flow among populations. Altogether, results shed light on
how the three trophic levels interact and point further research avenues in the study of indirect defenses

of D. stramonium and the genetic variation of parasitoids of its main herbivore (specifically, E. lemae).



. INTRODUCCION

El tercer nivel trofico es un componente esencial en la “carrera armamentista” entre plantas e insectos
(Price et al., 1980). Los enemigos naturales de los insectos herbivoros han sido un elemento clave para
entender la complejidad ecoldgica y evolutiva de esta interaccion antagonista. Hoy se sabe que los tres
niveles troficos estan conectados y que debido a las fuerzas ascendentes (los niveles troficos inferiores
afectan a los superiores, p.ej., por restriccion de recursos) y descendentes (los niveles troficos superiores
influyen sobre los inferiores, p.ej., por depredacién), se imponen presiones selectivas mutuas entre si
(Ode, 2006; Stam et al., 2014; Wilkinson y Sherrat, 2016; Li et al., 2020).

La interaccion tritréfica

La evolucion de los mecanismos de defensa por parte de las plantas es el punto de union entre los tres
niveles tréficos (Ehrlich y Raven, 1964; Futuyma y Agrawal, 2009). Las plantas pueden percibir a sus
herbivoros e iniciar una respuesta defensiva incluso desde el momento en que los insectos caminan sobre
sus tejidos, cuando ovipositan o cuando se alimentan de ellas (Hall et al., 2004; Turlings y Erb, 2018).
Esta deteccion, dispara la induccion de respuestas que las hacen menos vulnerables o eliminan a los

insectos herbivoros (Alijbory y Chen, 2018).

Las respuestas de las plantas incluyen defensas directas e indirectas. Las primeras involucran los
mecanismos endogenos que utiliza la planta para enfrentar el ataque de los insectos, como la formacion
de neoplasmas (crecimiento de células no diferenciadas similar a un tumor), tricomas o metabolitos
especializados (Petzold-Maxwell et al., 2011; Hilker y Fatouros, 2015; Alijbory y Chen, 2018). Las
defensas indirectas, por otro lado, involucran atributos que generan la atraccion del tercer nivel tréfico

para enfrentarse a los herbivoros (Turlings y Erb, 2018).

Los principales enemigos naturales y agentes de mortalidad de los insectos herbivoros son los
parasitoides (Hawkins et al., 1997). El ciclo de vida de un parasitoide se caracteriza porgue en sus estados
inmaduros se alimenta, crece y se desarrolla sobre o dentro del cuerpo de otro artrépodo, usualmente un
insecto (Godfray, 1994; Hare y Weseloh, 2009). Su crecimiento produce la muerte de su huésped, por lo
que son muy importantes en la regulacion de las poblaciones naturales de insectos herbivoros (Clarke et
al., 2019).

Los parasitoides pertenecen principalmente a los érdenes Diptera e Hymenoptera y aunque son
altamente diversos, todos tienen en comun la busqueda de su huésped (Mills, 2009; Colazza y Wajnberg,
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2013). Las hembras parasitoides utilizan sefiales quimicas y visuales que les ayudan a orientarse en una
compleja red de interacciones (Dindo y Nakamura, 2018). En el proceso inicial de busqueda, destaca la
deteccidn de las “llamadas de ayuda” que emiten las plantas para atraer a los enemigos naturales de sus
herbivoros (Kessler y Baldwin, 2001; Hare y Sun, 2011a). De esta forma se establece una conexién entre

la busqueda de huésped de los parasitoides y las defensas indirectas de las plantas.

La liberacion de compuestos quimicos volatiles atrayentes de los llamados guardaespaldas o
“bodyguards”, como los parasitoides, se ha documentado en al menos 49 especies de plantas
pertenecientes a 25 familias (Mumm y Dicke, 2010); aunque se espera que sea un fendmeno mucho méas
extendido. Las mezclas de volatiles pueden integrarse por mas de 200 compuestos diferentes, entre los
que destacan los terpenoides, los derivados de acidos grasos y los benzenoides (Mumm y Dicke, 2010).
En particular, las sefiales quimicas (p.ej. volatiles) que resulten de la interaccion entre planta y herbivoros
seran las mas relevantes para la deteccion del huésped por el parasitoide y, por tanto, las que promuevan
el control top-down de los insectos herbivoros (Rowell-Rahier y Pasteels, 1992; Kessler y Heil, 2011).

Estos volatiles generalmente se desencadenan a partir de la deteccién de compuestos especificos
(en inglés, elicitor: molécula que provoca una respuesta bioquimica asociada con la expresion de
defensas en las plantas), que pueden estar presentes ya sea en las secreciones orales (OS) de los insectos
herbivoros, en las secreciones asociadas a sus huevos o en el oviducto de las hembras (Benhamou, 1996;
Hilker et al., 2005; Hilker y Fatouros, 2015; Turlings y Erb, 2018). La especificidad de los volatiles que
libere la planta dependera del tipo de estimulo que detecte. De manera general, los volatiles se pueden
dividir en HIPVs (herbivore-induced plant volatiles), si se producen en respuesta al dafio tisular; o en
OIPVs (oviposition-induced plant volatiles), si se producen en respuesta a la oviposicion de los insectos
(Hilker y Fatouros, 2015; Ode, 2013).

Por tanto, los elicitores promueven que las plantas respondan especificamente al dafio por
herbivoros y lo distingan de otro tipo de dafios (Paré y Tumlinson, 1999). Algunos de estos compuestos
se han identificado como enzimas o derivados de &cidos grasos y se han asociado con la via metabodlica
de los octadecanoides, que esta involucrada en la defensa de las plantas (Alborn et al., 1997; Neveu et
al., 2002; Hilker y Fatouros, 2015). Con dafio mecanico, pero sin la presencia de elicitores, las plantas

no emiten volatiles atrayentes de parasitoides (Neveu et al., 2002; Alborn et al., 1997).

También, se sabe que la especificidad de la sefial que emiten las plantas depende ampliamente de

la deteccidn de estos elicitores. Por ejemplo, algunos parasitoides de huevos sélo responden a los OIPVs
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y no a los volétiles emitidos después de recibir dafio por herbivoros (Fatouros et al., 2008). Por lo que a
partir de los elicitores, las emisiones de volatiles pueden diferir tanto en su abundancia como en su
composicion y pueden ser tan especificas que incluso informen sobre la cantidad, el tipo y la edad de los
herbivoros que estan atacando (Hilker et al., 2005; Fatouros et al., 2008; de Boer et al., 2008; Hilker y
Fatouros, 2015).

En consecuencia, la informacion que proporcionan los volatiles afecta notoriamente a los niveles
superiores (Vet, 2001). Esta bien demostrado que factores como la genética de la planta influyen sobre
la comunidad de artropodos y las interacciones que se establecen sobre ella (Dungey et al., 2000; Mooney
y Agrawal, 2008). Los mosaicos de volatiles determinan de muchas maneras el comportamiento de los
parasitoides. En especifico, influyen directamente sobre su movimiento y, por tanto, pueden afectar la
complejidad estructural, la fragmentacion y la conectividad de las poblaciones de parasitoides (Aartsma
et al., 2017). De esta forma, la eficiencia de blsqueda de los parasitoides a partir de los compuestos
volatiles, puede ser una manera de enlazar su comportamiento y sus procesos poblacionales (Vet, 2001).

Variacion genética a nivel geografico en la interaccidn tritrofica: parasitoides

La historia evolutiva de una interaccion tritrofica no estaria completa sin considerar la variacién genética
de las especies que interacttan. A largo plazo, una interaccion donde las especies se imponen presiones
selectivas constantemente entre si, puede dar origen a un proceso coevolutivo (Ehrlich y Raven; 1964;
Eaton, 2008; Dicke, 2008; Futuyma, 2009). Bajo este escenario, parte de la variacion genética presente
en las especies puede asociarse a los factores bioldgicos propios de la interaccion (Whitham et al., 2003),
pero también a la heterogeneidad geografica que enfrentan sus diferentes poblaciones (Craig et al., 2007).

Los factores ambientales, la variacién en los rasgos bajo seleccion o la ausencia de alguna de las
especies en una poblacion, pueden promover que incluso en distancias geograficas cortas, existan
presiones selectivas distintas, generando un mosaico geografico coevolutivo (Thompson, 2005; Moreira
et al.,, 2015). De esta forma, las comunidades compuestas de las mismas especies podran tener
poblaciones genéticamente diferenciadas de otras y adaptadas a las poblaciones locales de las otras

especies en su comunidad (Craig et al., 2007).

A nivel geografico, los insectos parasitoides estan limitados a los lugares donde se encuentra su
huésped (Couchoux et al., 2016). Algunos de ellos pueden seguir y sincronizar la migracién con los

insectos que parasitan (Pérez-Rodriguez et al., 2015). Sin embargo, la especificidad parasitoide-huésped



no siempre es un buen indicador de la estructura genética del parasitoide y no garantiza que ambos
muestren historias evolutivas concordantes (Jourdie et al., 2010a; Sutton et al., 2016). De hecho, los
patrones de estructuracion genética de los parasitoides pueden ser muy distintos segun sus habilidades
de dispersion y colonizacion, su tamafio poblacional e historia de vida (Kankare et al., 2005; Elzinga et
al 2007; Nair et al. 2016).

La diferenciacion genética del parasitoide puede incrementarse con la reduccién de su densidad
y tamario efectivo poblacional. Esto, junto con variaciones en las dinamicas poblacionales del huésped,
puede generar pérdida de su variacion genética y un mayor riesgo de extincion local (Lynch et al., 1995;
Nair et al., 2016). Por el contrario, las poblaciones grandes de parasitoides tienden a ser mas diversas y
a tener mayor numero de individuos dispersores (Elzinga et al., 2007). De esta forma, las poblaciones de
las especies que interactian pueden seguir trayectorias evolutivas distintas si siguen patrones de flujo

génico diferentes (Althoff y Thompson, 1999).

Cuando el huésped es migratorio existe una mayor riqueza y homogeneidad genética en sus
poblaciones, en comparacion con los parasitoides (Wei et al., 2017). Pero también se han encontrado
parasitoides altamente mdviles que se dispersan grandes distancias, escapando de las dinamicas locales
de su huésped (Kankare et al., 2005; Couchoux et al., 2016; Sutton et al., 2016). Estos hallazgos son
particularmente interesantes porque muchos se han realizado con himendpteros pequefios. Dichas
microavispas se han encontrado a grandes alturas y con ayuda del viento pueden dispersarse varios

kilometros desde su parche de origen (Glick, 1939; Freeman, 1945; Jourdie et al., 2010a).

Una buena capacidad de dispersion de los parasitoides puede promover que estén presentes en la
mayoria de las poblaciones del huésped, sin importar su tamafio, si estan aisladas o si colonizaron de
manera reciente (Elzinga et al 2007; Jourdie et al., 2010a; Kankare et al., 2005). La basqueda de recursos
es otro factor que fomenta su dispersion. En un paisaje fragmentado, los niveles tréficos superiores
tienden a moverse a mayor escala debido a que los recursos estan distribuidos heterogéneamente,

produciendo una estructuracion genética mas debil (Nair et al., 2016).

En otros casos, la diferenciacion poblacional puede atribuirse s6lo a factores geogréaficos, como
la distancia o barreras formadas por el habitat (Althoff, 2008; Seyahooei et al., 2011). Por tanto, conocer
la estructuracion y diversidad genética entre poblaciones de parasitoides, puede proveer nuevas formas

de conocer el proceso ecoldgico y evolutivo que gobierna sus interacciones con otras especies (Wei et



al., 2017). Asimismo, nos puede ayudar a entender cémo las fuerzas evolutivas moldean la coevolucion

de rasgos a través del paisaje (Sutton et al., 2016).

Interaccidn Datura stramonium-Lema daturaphila-parasitoides

Datura stramonium es una hierba que se distribuye ampliamente en el centro de México, donde coexiste
con una comunidad de herbivoros diversa (Cabrales, 1991). La relacion de esta planta con sus herbivoros
se ha abordado con énfasis en sus defensas directas. A nivel poblacional, D. stramonium muestra
variacion en la densidad de tricomas foliares y en la concentracion de alcaloides. Estas defensas son mas

efectivas contra herbivoros generalistas (Castillo et al., 2013; Castillo et al., 2014).

Debido a que en D. stramonium se ha encontrado una relacion positiva entre la concentracion de
atropina, la densidad de tricomas y el dafio foliar ocasionado por sus herbivoros especialistas (Lema
daturaphila y Epitrix parvula), se ha sugerido que estos insectos estan adaptados a las defensas de la
planta (Castillo et al., 2013) y que incluso, algunos alcaloides podrian funcionar como fagoestimulantes
para estos herbivoros (Shonle y Bergelson, 2000). Sin embargo, se conoce muy poco sobre las defensas

indirectas de D. stramonium y el papel de los enemigos naturales de sus herbivoros en la interaccion.

En el centro de México, L. daturaphila es el principal herbivoro de D. stramonium. Este
crisomélido es huésped de seis diferentes especies de parasitoides. Sus huevos son atacados por
microavispas de la especie Emersonella lemae y sus larvas son hospederas de moscas de la familia
Tachinidae y de avispas de la familia Ichenumonidae. En algunas poblaciones de D. stramonium-L.
daturaphila, el parasitoidismo es tan alto que produce una mortalidad del 100% de los huevos y mas del
60% de las larvas de L. daturaphila (Villanueva-Hernandez, 2019). Ademas, la presencia de los
parasitoides no es homogénea, sino que su composicion y abundancia varian entre poblaciones
(Villanueva-Hernandez, 2019).

Il. PLANTEAMIENTO DE LA PREGUNTA DE INVESTIGACION

Lema daturaphila constituye un agente selectivo para D. stramonium (De-la-Cruz et al., 2020), debido a
que es su principal herbivoro y reduce el éxito reproductivo de las plantas. Ademas, este escarabajo esta
bien adaptado a las defensas de D. stramonium y soporta altas cantidades de alcaloides (Kogan y Goeden,
1971). Incluso, como parte de un comportamiento defensivo, excreta algunos de estos metabolitos en sus

secreciones orales (Villanueva-Hernandez, 2019).



En ciertas especies de plantas se ha documentado la existencia de una disyuntiva entre defensas
directas e indirectas, cuando las primeras no son tan efectivas contra herbivoros especialistas (Ballhorn
et al., 2008). Ya que los parasitoides reducen la carga de herbivoros, podrian ser muy importantes para
D. stramonium como agentes defensivos contra L. daturaphila. Por tanto, ¢la emisién de volatiles en D.
stramonium podria ser un mecanismo de defensa indirecta en respuesta especifica a la herbivoria de L.
daturaphila? y ¢existird una conexion entre la emision de volatiles como defensas indirectas de D.

stramonium y la busqueda de huéesped por parte de los diferentes parasitoides del escarabajo?.

Como ademas existe variacion geografica en los niveles de parasitoidismo de L. daturaphila
(Villanueva-Hernandez, 2019), conocer la variacion y estructura genética de las poblaciones de
parasitoides podria ser relevante para entender, entre otras cosas, sus patrones de movimiento y
dispersion (en muchas ocasiones mediados por volatiles). Entre todos los parasitoides que atacan a L.
daturaphila, E. lemae representa la mayor ventaja para la planta debido a que reduce la transicion huevo-
larva del herbivoro (Hilker y Fatouros, 2015).

Emersonella lemae, ademas, es el Unico parasitoide de L. daturaphila presente en todas las
poblaciones de D. stramonium del Centro de México (Villanueva-Hernandez, 2019). Produce una alta
mortalidad en los huevos del crisomélido y puede encontrarse incluso en poblaciones recién colonizadas
por la planta y el herbivoro (Obs. pers., verano de 2019-2021). Por tanto, ¢la alta dipersion de E. lemae
se veréa reflajada en su estructura genética poblacional?, ¢ existira una relacion entre la diversidad genética
de E. lemae y sus niveles de infestacion a nivel local? y ¢la interaccion con L. daturaphila se vera

reflejada en la distribucion geogréfica de su diversidad genética?.

1. HIPOTESIS

La interaccion tritréfica Datura stramonium-Lema daturaphila-parasitoides, es el resultado de una
evolucion conjunta donde la interaccion planta-parasitoide ha sido mediada por las defensas de D.
stramonium. Especificamente, D. stramonium produce volatiles como un mecanismo de defensa
indirecta para atraer parasitoides, estos volatiles son indicativos de la presencia de su herbivoro
especialista L. daturaphila, y especificos (HIPVs u OIPVs) del estado de desarrollo (p. ej. huevo, larva)

de L. daturaphila presente sobre D. stramonium.

A su vez, como resultado de la relacion entre E. lemae y su insecto huésped, las poblaciones de E. lemae

son afectadas por las mismas barreras geogréaficas que L. daturaphilay por tanto, presentan una estructura



filogeogréfica concordante con su huésped. La alta dispersion de E. lemae se relaciona con una baja
estructura genética poblacional y sus niveles de infestacion sobre las poblaciones de L. daturaphila se

relacionan positivamente con su diversidad genética.

IV. OBJETIVOS

Determinar a partir de la emision de volatiles por Datura stramonium y la estructura filogeografica de
Emersonella lemae, el papel ecoldgico y evolutivo que tienen los parasitoides en la interaccion Datura

stramonium-Lema daturaphila.

a. Evaluar la produccion de volatiles en Datura stramonium en respuesta especifica a la presencia,
herbivoria y estado de desarrollo de Lema daturaphila.

b. Determinar la diversidad y estructura filogeografica de las poblaciones de Emersonella lemae en
el Centro de México a partir de dos marcadores moleculares de herencia materna, Cyt-b y COIl.

c. ldentificar los procesos histéricos poblacionales y los principales componentes geograficos que
han influido en el establecimiento de las poblaciones de Emersonella lemae.

V. METODOS
Sistema de estudio

¢+ Datura stramonium (Solanaceae)

Datura stramonium es una hierba anual de verano que se distribuye principalmente en regiones de clima
templado (Weaver y Warwick, 1984). Se caracteriza por presentar tricomas foliares y producir alcaloides
y flavonoides, como mecanismos de defensa directa (NUfez-Farfan, 1991). Alberga una diversa
comunidad de herbivoros, como los especialistas troficos Lema daturaphila y Epitrix parvula y los
generalistas Sphenarium purpurascens y Spodoptera frugiperda. Ademas, es atacada por un depredador

de semillas pre-dispersion especializado en Datura, Trichobaris soror (Cabrales, 1991).
% Lema daturaphila (Chrysomelidae)

Este crisomélido especialista en el género Datura, es el principal folivoro de D. stramonium en el centro
de México (Kogan y Goeden, 1970; Nufiez-Farfan y Dirzo, 1994). Sus huevos son ovoides, de alrededor
de 1 mmy amarillos brillantes. Estan cubiertos por una sustancia pegajosa y se encuentran en puestas de

entre 15y 30 huevos (Omer-Cooper y Miles, 1951). Sus larvas presentan una conducta gregaria y pueden



producir defoliaciones de hasta el 100% (Nufiez-Farfan y Dirzo, 1994; Garrido, 2004). Presenta cuatro
estadios larvales muy parecidos entre si (Omer-Cooper y Miles, 1951; Garrido, 2004).

Luego de pupar en el suelo, los adultos regresan a la planta, donde se alimentan, se aparean y
ovipositan (Garrido, 2004). Mientras forrajean y cuando son perturbadas, las larvas de L. daturaphila
levantan la cabeza y emiten una secrecién oral de color café verdoso. En la composicién quimica de estas
secreciones se han identificado cuatro tropano alcaloides: 3-tigloyloxy-6-hydroxytropano, apoatropina,
atropina y escopolamina (Villanueva-Hernandez, 2019). Estos compuestos son parte de los metabolitos

especializados que produce D. stramonium (NUfez-Farfan, 1991).

Figura 1. Sistema tritrofico de estudio. Flor (a), fruto (b) e individuo (c) de Datura stramonium. Huevos (d), larvas (e) y
adultos (f) de Lema daturaphila. Adulto de Emersonella lemae (g), hembra de E. lemae ovipositando en huevos de L.
daturaphila (h) y mosca Tachinidae junto a larva de L. daturaphila (i).
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«» Parasitoides

Emersonella lemae (Eulophidae) es una microavispa (~1 mm de longitud) idiobionte que ataca los huevos
de este crisomélido. Generalmente parasitan todos los huevos de una puesta, produciendo una alta
mortalidad en las poblaciones donde se encuentran. En campo se les observa posandose sobre los huevos
de L. daturaphila recién puestos (Obs. pers., Fig. 1).

En cuanto al estado larval, se han identificado cuatro géneros de moscas de la familia Tachinidae:
Patelloa, Winthemia, Heliodorus y Pseudochaeta. Todas son parasitoides koinobiontes y en campo se
les observa atacando el 2° y el 3° estadio larval de L. daturaphila. En algunas poblaciones coexisten con

E. lemae, pero en bajas cantidades si la avispa es abundante (Villanueva-Hernandez, 2019).

Area de estudio

La interaccién tritréfica D. stramonium-L. daturaphila-parasitoides se ha registrado en varias localidades
del centro de México, principalmente sobre el Eje Neovolcanico Transversal y la cuenca del rio Balsas.
Las avispas de E. lemae se colectaron afios previos en doce poblaciones diferentes (Fig. 2). Entre estos
lugares, se seleccionaron semillas de D. stramonium provenientes de la poblacion de Valsequillo (Fig. 2,

color amarillo) para evaluar la produccién de volatiles.
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Figura 2. Poblaciones muestreadas de Emersonella lemae. En amarillo, la poblacién de Valsequillo, Puebla, de donde

también se seleccionaron las semillas de Datura stramonium.
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Experimento de colecta de volatiles

Las semillas de un mismo genotipo de Valsequillo, Puebla se colectaron en afios previos (Castillo et al.,
2014). Dicha poblacion se caracteriza porque coexisten parasitoides de huevo y de larva al mismo tiempo
(Villanueva-Hernandez, 2019). Para romper la latencia, las semillas se prepararon de la siguiente forma:
se sumergieron en agua a 60°C por 20 s y posteriormente se realizaron 5 ciclos de lavados donde las
semillas se sumergieron en agua a 37-40°C durante 10 min. Entre cada lavado se cambi6 el agua y al dia
siguiente se removio la testa. Después, las semillas se colocaron en cajas de Petri con papel himedo

dentro de camaras ambientales controladas (temperatura media 28/23°C, fotoperiodo 12:12 h).

Una vez que emergieron los cotiledones, se colocaron en almécigos con una mezcla de 3 partes
de arenay 2 de perlita y se trasladaron al invernadero. Al alcanzar el tamafio suficiente, se trasplantaron
a macetas individuales con las mismas condiciones del sustrato. A partir de la segunda semana en el
invernadero, se afiadieron 20 mL de fertilizante (Peters 20-20-20 NPK: 3.9% NH4-N, 5.8% NOs-N, 10%
urea-N, 20% P.0s, 20% K>0-K) a cada planta, a una concentracion de 2g/L de manera semanal. Las
plantas se monitorearon diariamente y en la etapa de floracion, se procedié con la aplicacién de

tratamientos.

Simultaneamente se mantuvo bajo condiciones controladas (22°C, fotoperiodo 12:12 h) el
crecimiento de una colonia de L. daturaphila. Los individuos utilizados provienen de colectas de las
poblaciones de Teotihuacan, Pedregal y Puebla (Fig. 2). Huevos, larvas y adultos se mantuvieron en
contenedores de 500 mL y se alimentaron con hojas de D. stramonium. Su crecimiento se monitore6
diariamente, con el fin de mantener los nimeros constantes. Una semana previa a la aplicacion de
tratamientos, se colectaron individuos adultos de S. purpurascens en la poblacién de Progreso (Fig. 2).

Estos insectos se mantuvieron bajo las mismas condiciones que L. daturaphila.

Dos dias antes del experimento, las larvas del 2° y 3° estadio de L. daturaphila y los adultos de
S. purpurascens se alimentaron con hojas de D. stramonium del genotipo seleccionado de Valsequillo.
Para las plantas, los elicitores de las secreciones orales de los insectos son muy importantes en el
reconocimiento del dafio por herbivoros (Consales et al., 2012), por lo que después de 5 h de que las
larvas comenzaran a alimentarse, se realizo la extraccion de sus OS. Con una micropipeta se toco a la
larva en cualquier parte de su cuerpo, lo que provocO una regurgitacion inmediata. De cada larva se
colectaron 2-5 puL de OS y se mezclaron en alicuotas de 40 uL que se almacenaron a -20°C hasta su

posterior uso en los tratamientos experimentales. Asimismo, con base en su tamafio y coloracion, se
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seleccionaron larvas del 2° y 3° estadio que se mantuvieron en ayunas durante 16 h. Finalmente, para
evitar el movimiento de los insectos entre plantas, dentro del invernadero se colocaron jaulas individuales
con tela tipo malla para cada planta de cada tratamiento y se distribuyeron con 2 m de distancia entre

ellas.
e Tratamientos

La aplicacion de los tratamientos se realizé cuando los individuos de D. stramonium alcanzaron un
tamafo similar en la etapa de floracion. Cada tratamiento tuvo un total de 4 réplicas y todos se aplicaron
el mismo dia durante 4 dias. La eleccidn de las plantas para los tratamientos fue al azar, cada una se
coloc dentro de una jaula de tela y la posicién de sus respectivos tratamientos se aleatorizo en el

invernadero para reducir el efecto de la variabilidad ambiental dentro del mismo.
Los tratamientos que se disefiaron fueron los siguientes:

1. Dafio por herbivoria de larvas de L. daturaphila: Ademas de ser las principales depredadoras de
D. stramonium, las larvas de L. daturaphila son atacadas por diferentes moscas y avispas
parasitoides (Villanueva-Herndndez, 2019). Para evaluar la produccién de volatiles en D.
stramonium en respuesta especifica a su principal herbivoro, en una planta se colocaron grupos
de 3 larvas del 2° y 3° estadio en cada hoja de 9 nodos a partir de la primera ramificacion.

2. Dafo por herbivoria de S. purpurascens: Para evaluar si la produccién de volatiles en D.
stramonium diferia con dafio de un herbivoro generalista, se asignaron 6 adultos de S.
purpurascens en una planta. Este nimero se eligié debido a que producen un dafio similar a la
cantidad de larvas asignadas en el primer tratamiento.

3. Dafio por herbivoros especialistas + generalistas: En las poblaciones naturales de D. stramonium
coexisten de manera simultanea herbivoros especialistas y generalistas. La presencia de ambos
puede afectar la composicion y abundancia de la mezcla de volatiles emitida (Hare y Sun, 2011b).
Para evaluar esto, en una planta se colocaron grupos de 3 larvas de L. daturaphila del 2°y 3°
estadio en cada hoja de 6 nodos a partir de la primera ramificacién. En la misma planta y al mismo
tiempo se asignaron 5 adultos de S. purpurascens.

4. Presencia de huevos de L. daturaphila: Los elicitores presentes en los huevos de los insectos
pueden ser suficientes para desencadenar la liberacion de volatiles (Hilker et al., 2005). Estos
OIPVs podrian ser muy importantes para atraer parasitoides de huevos como E. lemae (Fatouros

et al., 2008). Para evaluar la produccion de volatiles en respuesta especifica a este estado de
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desarrollo, en una planta de D. stramonium se colocaron 3 puestas de huevos de L. daturaphila
en cada hoja de 7 nodos a partir de la primera ramificacion.

5. Presencia de adultos de L. daturaphila: Aunque en menor grado, los adultos de L. daturaphila
también se alimentan de D. stramonium. Ademas, algunos elicitores que desencadenan la
liberacion de OIPVs también pueden estar presentes en el oviducto de las hembras (Hilker et al.,
2005). Para evaluar la produccién de volatiles en respuesta a la presencia de adultos de L.
daturaphila, se colocaron 12 individuos hembras y machos sobre una planta.

6. Daiio artificial + OS: En algunas plantas, las secreciones orales de los herbivoros pueden ser
suficientes para semejar el dafio por insectos y desencadenar la liberacion de HIPVs (Alborn et
al., 1997). Para evaluar si esto ocurre en D. stramonium, con ayuda de un sacabocados (didmetro
de 1.1 cm) y sin dafiar la venacion principal, se aplico un dafio artificial del 60% en cada hoja de
7 nodos a partir de la primera ramificacion. Sobre el perimetro de cada lugar dafiado se colocaron
2 uL de OS.

7. Dafo artificial: Para asegurar que la emision de volatiles se debia a los insectos 0 a sus OS y no
solo al dafio mecéanico, en una planta de D. stramonium se aplic6é un dafio artificial del 60% en
cada hoja de 7 nodos a partir de la primera ramificacion. Se usaron las mismas condiciones del
tratamiento anterior.

8. Control sin dafio: Se asign6 una planta sin la aplicacion de cualquier tipo de dafio.

La duracion de cada tratamiento fue de 24 h y su aplicacion comenz6 a la misma hora todos los
dias. Al finalizar, se colectaron 4-5 hojas de diferentes nodos distribuidos a lo largo de la planta a partir
de la primera ramificacion. Estas hojas se colocaron en frascos de vidrio de 175 mL, previamente
esterilizados. Cada frasco se etiquetd con sus respectivos datos y se selldé con papel aluminio y cinta

teflon. Las muestras se guardaron a -80°C hasta su posterior analisis.

e Colectay lectura de volatiles

La captura de volatiles se realiz6 con SPME (solid-phase microextraction) o microextraccion de fase
solida. Las hojas de cada frasco se trituraron por 1 min con un pistilo de vidrio esterilizado. Después, el
frasco se sell6 con papel aluminio y se incubo6 a 40°C por 10 min. Transcurrido el tiempo, se introdujo
una columna de SPME a través del aluminio y dentro del frasco se expusieron 10 cm de fibra al

headspace, sin tocar el tejido. El sistema se incub6 a 40°C durante 30 min.
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La desorcion de la columna ocurrio a 250°C por 10 min, en un cromatografo de gases
(PerkinElmer® Claurus® 580) acoplado a espectrometria de masas (PerkinElmer® 560 S) (GC/MS). Se
utilizo helio como gas de acarreo a un flujo constante de 1 mL/min y se us6 una columna capilar Elite-
5MS de 30 m x 320 pum x 0.25 um (PerkinElmer® Icn.). El programa de temperatura del horno inici6 a
35°C y se mantuvo 5 min, después se incremento a una tasa de 10°C/min hasta los 100°C y enseguida se
aplicé una segunda rampa de 15°C/min hasta 300°C, se mantuvo por 1 min. En el espectdmetro de masas
la temperatura de la linea de transferencia se mantuvo a 200°C y la de la fuente de iones a 230°C. Las

lecturas se tomaron en el modo SCAN desde 34 hasta 450 m/z a 70 eV.
e Identificacion y cuantificacion de los compuestos

Los cromatogramas obtenidos por GC-MS se examinaron con el software AMDIS. La identificacion de
cada componente se realizd con base en su espectro de masas y tiempo de retencion. Para ello se utilizo
la base de datos y software NIST, con el fin de determinar el mejor candidato segun la similitud entre los
espectros comparados, la presencia y proporcion de iones. Asi, la identidad de los compuestos se
determind con un match > 800/1000. Finalmente, para la semi cuantificacion de los compuestos se utilizd

el area relativa bajo la curva, obtenida con TurboMass.
e Anélisis de datos

Para determinar la diversidad de volatiles en cada tratamiento, se calcul6 el indice de Shannon (H). Se
tomo en cuenta el nimero de compuestos por tratamiento (riqueza) y el area relativa bajo la curva de
cada réplica (abundancia). Con el objetivo de cumplir los supuestos de normalidad y homocedasticidad
de las pruebas paramétricas, se transformo el area relativa bajo la curva con la funcién logaritmo natural.
Se realiz6 un ANOVA de un factor para: a) evaluar diferencias en la emision de cada volatil entre
tratamientos y b) evaluar diferencias en la cantidad emitida de volatiles dentro de cada tratamiento. Se

realiz6 una prueba de Tukey en caso de encontrar diferencias significativas.

Para evaluar diferencias en la cuantificacion total entre volatiles, se realiz6 un analisis de
covarianza (ANCOVA). Con el fin de controlar el efecto que pudo tener el tiempo de inyeccion de cada
muestra en el GC-MS, se tomo en cuenta la hora de deteccion de cada compuesto desde la primera
inyeccion. De esta forma se incluyeron las variables compuesto, tiempo (covariable) y su interaccion

como variables explicativas y el area relativa bajo la curva como variable de respuesta. En caso de
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encontrar diferencias significativas, se realizd una prueba de Games-Howell. Todos los analisis

estadisticos se realizaron en R v4.1.2 (R Core Team, 2021).

Analisis genéticos de Emersonella lemae

Las avispas se obtuvieron de colectas previas en el afio 2019. En cada poblacién (Fig. 2, Cuadro 1) se

colectaron 30 puestas de L. daturaphila y su crecimiento se monitored en laboratorio. Todas las avispas

de una misma puesta se almacenaron en frascos Eppendorf con alcohol al 70%. Se seleccionaron 15

puestas de E. lemae (o todas las que estuvieran disponibles) de cada poblacién. Asumiendo que en una

puesta todos los individuos son hermanos y con base en un dimorfismo sexual apreciable en el metasoma,

se seleccionaron todas las hembras de cada puesta. Finalmente, se utiliz6 una hembra de cada puesta para

realizar la extraccion de ADN.

Cuadro 1. Ubicacion geografica y caracteristicas climaticas de las poblaciones muestreadas de Lema daturaphila. ((P)

Precipitacion anual, (T) Temperatura media anual. Sistema Metereoldgico Nacional, 2021).

Poblacion Coordenadas Altitud (msnm)  P(mm) T°C
Pedregal, Ciudad de México 19°18°36”°N, 99°11°24°W 2256 816.9 175
Teotihuacan, Estado de México 19°40°48°°N, 98°49°48”"W 2306 616.6 15.9
Toluca, Estado de México 19°7°48°°N, 99°27°0°W 2630 828.9 12.9
Tlaxiaca, Hidalgo 20°6°36°°N, 98°53°24°W 2300 403.2 15.3
Valsequillo, Puebla 18°54°36°°N, 98°6°33”’W 2200 668.3 16.2
Texcoco, Estado de México 19°30°0°°N, 98°54°0>°W 2250 508.3 15.3
Tzintzuntzan, Michoacan 19°37°48°°N, 101°34°12°W 2200 669.7 16.4
Bernal, Querétaro 20°43°48°°N, 99°55°48°W 2061 465.5 17.3
Requena, Hidalgo 19°55°12”°N, 99°19°48”°W 2123 642.5 16.7
Progreso, Estado de México 19°38°00.2°°N, 99°21°03.4”’W 2420 916.3 155
Dolores, Querétaro 20°21°4.63°°N, 100°6°19.32”°W 1937 616.5 18.5
San Martin, Puebla 19°16°13.6°°N, 98°25°40.5°W 2265 760.6 15.6

e Extracciéon de ADN

El ADN total de cada individuo se obtuvo con el kit DNeasy Blood & Tissue (Quiagen), siguiendo el

protocolo del fabricante e implementando ciertas modificaciones segun los protocolos de Navajas et al.
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(1998), Wang et al. (2019) y Cruaud et al. (2019). Antes de la extraccion, cada individuo se sumergio
tres veces en agua doblemente destilada durante 20 s y luego se secaron sobre un papel filtro. El insecto
se homogeneizo sobre un pedazo de Parafilm® con 20 pL del buffer ATL, usando como pistilo un tubo
de PCR. Después se transfirio a un tubo de 1.5 mL afadiendo los 160 pL restantes de buffer ATL y
enjuagando muy bien el Parafilm® y el tubo. Luego de afiadir la proteinasa K, las muestras se incubaron
durante 2-3 horas a 56°C y se continu6 con el protocolo. EI ADN se eluy6 con 30 pL de agua a 55°C y
se dejo en reposo por 15 minutos antes de la centrifugacion. Después se realizé una segunda elucion en

el mismo tubo con 12 uL de agua. EI ADN extraido se almacen¢ a -20°C hasta su posterior uso.
e Amplificacion y secuenciacion de los marcadores mitocondriales

Para obtener un fragmento de 470 pb del marcador molecular citocromo b (cyt-b) se utilizaron los
primers: Forward 5°-GTT CTA CTT TGA GGN CAA ATR TC-3" y Reverse 5'-AAC TCC TCC TAG
TTT ATT NGG-3', previamente utilizados para la familia Eulophidae y el género Emersonella (Cuignet
et al., 2007). Para obtener un fragmento de 479 pb del gen mitocondrial citocromo oxidasa | (COIl) se
utilizaron los primers: COI-3F 5"-CCA GGT TCATTA ATT GGG AAT G-3" y COI-2R 5°-GCT CCA
GCT AAC ACA GGT AAT G-3', que se disefiaron con una secuencia reportada de E. lemae (GenBank
KF444814.1) (Forbes y Funk, 2013).

La amplificacion se realizo en un volumen final de 30 pL con los siguientes reactivos: 7 pL de
ADN, 0.5 pL de cada nucleétido al 10 mM, 0.2 uL de GoTag® polimerasa (Promega), 0.8 uL de cada
primer, 1.8 pL de MgCl., 6 pL de buffer de reacciony 12.4 puL de H.O dd. Para mejorar la amplificacion
de algunos fragmentos, se implement6 dentro del volumen final de reaccion DMSO al 2% o BSA al
1.6%.

Las condiciones de amplificacion para cyt-b fueron: una desnaturalizacion inicial a 95°C por 2
min; seguida de 35 ciclos de 95°C por 1 min, 50°C, 51°C, 56.2°C, 58.5°C y 59.5°C por 40 sy 72°C por
1 min; con una extension final a 72°C por 5 min. Para amplificar la region de COl, las condiciones
fueron: una desnaturalizacion inicial a 95°C por 2 min; seguida por 32 ciclos a 95°C por 1 min, 55°C,
57°C, 59°C, 61°C, 63°C, 65°C y 67°C por 40 sy 72°C por 1 min; con una extension final a 72°C por 5
min. La amplificacion de cada gen se verifico en un gel de agarosa al 0.9% coloreado con EtBr y buffer

TAE al 2%. Como referencia se utilizé un marcador de tamafio molecular de 100 pb.
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Los productos de PCR se enviaron a secuenciar a Psomagen, Inc., donde fueron purificados y
secuenciados en ambas direcciones (Forward y Reverse).

e Procesamiento de las secuencias

La calidad de los cromatogramas se revisdé con Geneious Prime v.2021.2.2 (Kearse et al., 2012). Se
eliminaron las secuencias incompletas y las de lectura incierta. En el mismo software se eliminaron los
extremos de baja calidad de cada secuenciay se realiz6 el ensamble de los fragmentos forward y reverse
para cada individuo. Se realiz6 un alineamiento multiple de secuencias para cada gen utilizando MAFFT
v.7.490 (Katoh et al. 2002; Katoh y Standley, 2013) implementado en Mesquite v.3.70 (Maddison &
Maddison, 2021). El alineamiento se revisé manualmente, se eliminaron las secuencias con regiones
incompletas y se corroboraron los polimorfismos de cada secuencia con el cromatograma

correspondiente.
e Diversidad genética

Con DnaSP v6.12.03 (Rozas et al., 2017) se estimd el nimero de sitios polimérficos (S), la diversidad
nucleotidica (), el nimero de haplotipos (h), la diversidad haplotipica (Hq) y el indice de diversidad
theta (o) para cada marcador y localidad (Watterson, 1975; Nei, 1987; Nei y Miller, 1990; Nei y Kumar,
2000).

e Estructuracién genética

La relacion entre los haplotipos se analiz6 a través de una red generada con el algoritmo de median-
joining utilizando PopART (Bandelt et al., 1999; Leigh y Bryant, 2015). Para enraizar la red de Cyt-b,
se utilizaron dos secuencias de E. pubipennis provenientes de Panama, GenBank (AY820858.1 y
AY820859.1) (Cuignet et al. 2007). Para COl se utilizé una secuencia de E. lemae proveniente de Costa
Rica, GenBank (KF444814.1) (Forbes y Funk, 2013).

Con Arlequin v3.5.2.2 (Excoffier y Lischer, 2010) se calcularon los valores de Fst entre
poblaciones para cada marcador, utilizando el nimero de diferencias pareadas entre los haplotipos. Con
base en las distancias Fst y las principales barreras geograficas que afectan la dispersion de L.
daturaphila (Sierra-Guerrero, 2021), se realizé un anélisis de varianza molecular (AMOVA) con 10,000
permutaciones para obtener el valor de significancia. De esta forma se probd la distribucion de la

varianza genética con base en las principales barreras geograficas del Centro de México: la Sierra del
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Ajusto-Chichinautzin y la Sierra Nevada (volcan Popocatépetl e Iztaccihuatl), que separan a Toluca y
Valsequillo, respectivamente, del resto de las poblaciones. Debido a los valores de Fst, con Cyt-b
también se separé a Tlaxiaca como otro grupo. Para COI sélo se probo la estructuracion con la segunda
barrera geografica, debido a que los valores de Fst para Toluca no fueron significativos. De esta forma,

se evalud la existencia de 3 y 4 grupos para Cyt-b y 2 para COI.
e Reconstruccion filogenética

Los analisis filogenéticos se realizaron a partir de una matriz concatenada con ambos genes (857 pb).
También se incluyeron los individuos con haplotipos para un solo marcador. Con el fin de probar la
monofilia de los haplotipos del centro de México, debido a la alta diversidad genética que se encontro,
se incluyeron cinco secuencias de especies del mismo género: E. pubipennis_s1, E. pubipennis_s2, E.
rotunda_sl, E. rotunda_s2 y E. lemae (Costa Rica), con numeros de acceso en GenBank (AY820858.1,
AY820859.1, AY820861.1, AY820862.1 y KF444814.1). Como grupo externo se incluyeron dos
secuencias de un geénero hermano: Horismenus_spl y Horismenus_sp2 (GenBank AY820875.2,
AY820874.1).

Con jModelTest v2.1.10 (Darriba et al., 2012) se selecciond el modelo de evolucion para cada
region y en combinacion, con base en el Criterio de Informacién de Akaike (AIC) (Akaike, 1974). Se
realizé un analisis de Inferencia Bayesiana con MrBayes v. 3.2 (Ronquis et al., 2012), implementado en
CIPRES (Miller et al., 2010). Se realizaron dos corridas independientes, cada una con cuatro cadenas
MCMC (una fria y tres calientes, con una temperatura de 0.04), que corrieron por 30 millones de
generaciones, muestreando cada 1,000 generaciones. Para asegurar un buen resultado, se verificé el
intercambio entre cadenas (entre 0.1-0.7) y se elimino el 25% de los arboles como parte del burn-in. La
convergencia de las cadenas y el tamafio de ESS >200 se verificé con Tracer v1.7.1 (Rambaut et al.,
2018). Finalmente, la visualizacion de los arboles y su anotacion se realiz6 con FigTree v1.4.4 (Rambaut,
2010) y Rv4.1.2 (R Core Team, 2021).

e Demografia historica

Para estimar las dinamicas demogréficas de E. lemae a través del tiempo, se realizé un analisis Bayesiano
de skyline plot en BEAST v.1.10.4 (Drummond et al., 2005; Suchard et al., 2018). Se usaron todos los
individuos en una matriz con ambos genes y también de manera separada para cada marcador. Se utiliz6

un modelo piecewise-linear, un reloj molecular lognormal relajado y el modelo de sustitucién
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seleccionado con jModelTest v2.1.10. Se realizaron tres corridas independientes de 50 millones de
generaciones cada una, muestreando cada 5,000 generaciones. La convergencia de las cadenas y el

tamafo de ESS se verificé con Tracer v1.7.1.

De igual forma, con Arlequin v3.5.2.2 se calcularon las pruebas de neutralidad D de Tajima
(Tajima, 1989) y Fs de Fu (Fu, 1997) para cada marcador. Dichos estadisticos se obtuvieron para cada

poblacién y con el total de los individuos.

VI. RESULTADOS

Experimento de colecta de volatiles

En el total de tratamientos, se identificaron 6 diferentes compuestos organicos volatiles (Fig. 3, Cuadro
7). Por su estructura quimica se pueden dividir en alcoholes y aldehidos. Entre ellos, se presentaron dos

GLVs (green leaf volatiles): 2-Hexenal, (E)- y 3-Hexen-1-ol, (2)-.

f'f __a"'r - o .-'OH
Py i e HO - .-J:"‘:.r

- ~— iy =g T -

2-Hexenal, (E)- 3-Hexen-1-ol, (Z)- (S)-3-Ethyl-4-

Leaf aldehvde Leaf alcohol methylpentanol

.:D

A .

g Nonanal
OH e N <0

1-Hexanol, 2-ethyl- Decanal

Figura 3. Compuestos organicos volatiles emitidos por D. stramonium.

La mayoria de los compuestos se detectaron en todos los tratamientos, a excepcion del (S)-3-
Ehtyl-4-methylpentanol y el decanal. El primero ausente en el tratamiento con herbivoria de larvas de L.
daturaphila y en el tratamiento con herbivoria de S. purpurascens (Fig. 4). El decanal, por otro lado, se
detectd en los tratamientos con Dafio artificial + OS, Huevos de L. daturaphila, y Herbivoria por

especialistas + generalistas (Fig. 4).
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Cuadro 2. indice de diversidad de Shannon (H) para los volatiles por tratamiento.

Adultos Dafio
Lema artificial
daturaphila +0S

Huevos

Control

Lema

sin dafio

daturaphila

Herbivoria . Herbivoria
) Dario L

Sphenarium o especialistas
artificial )

purpurascens + generalistas

H 1.21171 1.30470

1.22012 1.36677

1.17615 1.25344 1.28271

Al determinar la diversidad con el indice de Shannon, se encontrd que el tratamiento de Huevos

de L. daturaphila tuvo la mayor diversidad de compuestos (Cuadro 2), seguido de los tratamientos con

Dafo artificial + OS y Herbivoria por especialistas + generalistas. Solo en estos tratamientos se

presentaron todos los compuestos. La diversidad méas baja se present6 en el tratamiento de larvas de L.

daturaphila (H=1.08387).

Decanal

1-Hexanol, 2-ethyl-
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Figura 4. Semi cuantificacién de los seis compuestos organicos volatiles de Datura stramonium bajo diferentes
tratamientos de herbivoria (valores transformados con la funcién logaritmo natural). Tratamientos: Adultos de L. daturahila
(ALD), Control sin dafio (CSD), Dafio Artificial (DA), Dafio artificial + OS (DOS), Huevos de L. daturaphila (HLD),
Herbivoria de especialistas + generalistas (HSG), Larvas de L. daturaphila (LLD) y S. purpurascens (SP).

21



El andlisis de varianza no detect6 diferencias significativas en la emision de cada volatil entre
tratamientos (Anexo 1, Cuadro Al). Por tanto, los diferentes tipos de herbivoria no generaron un cambio
en la cantidad de cada compuesto organico liberado (Fig. 4). Sin embargo, si hubo cambios al comparar
el area relativa bajo la curva de todos los compuestos en cada tratamiento (Fig. 5, Cuadro 3).

Cuadro 3. ANOVAs para el area relativa bajo la curva de cada tratamiento en funcion de los compuestos (*p < 0.05, **p <
0.01, ***p <0.001).

Tratamiento Fuente de variacion  g.l. S.C. C.M. F p
Area por compuesto 4 12.655 3.164
ALD 8.006 0.00175**
Error 13 5.137 0.395
Area por compuesto 5 30.636 6.127
DOS 65.4 2.25e-06***
Error 16 1.499 0.094
Area por compuesto 3 7.721 2.5736
LLD 4.018 0.0409*
Error 10 6.405 0.6405
Area por compuesto 4 15.813 3.953
CSD 15.74 6.64e-05***
Error 13 3.265 0.251
Area por compuesto 5 16.241 3.248
HLD 28.67 1.38e-06***
Error 13 1.473 0.113
Area por compuesto 3 7.172 2.3906
SP 8.843 0.002**
Error 11 2.974 0.2703
Area por compuesto 4 16.474 4,119
DA 21.62 7.16e-06***
Error 14 2.667 0.191
Area por compuesto 5 29.275 5.855
HSG 23.44 0.0001***
Error 16 3.996 0.250

En general, para cada tratamiento la cantidad de volatiles liberados difirié significativamente
entre compuestos (Cuadro 3). EI 2-Hexenal, (E)- y el 3-Hexen-1-ol, (Z) fueron los volatiles que
mostraron las mayores cantidades emitidas. EI 1-Hexenol, 2-ethyl y el Nonanal, mostraron valores
intermedios, seguidos del (S)-3-Ethyl-4-methylpentanol. El decanal fue el compuesto con las menores

cantidades liberadas (Fig. 5).

Los resultados del ANCOVA muestran que las variables tiempo, compuesto y su interaccion
tienen efectos significativos en la cuantificacion de los volatiles (Cuadro 4). De manera general, el tiempo
en el que se inyectaron las muestras tuvo un efecto negativo en la cantidad detectada de cada volatil, es
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decir, las cantidades decrementaron a medida que incremento el tiempo desde el inicio de la inyeccion
(Anexo 1, Fig. Al).

Cuadro 4. ANCOVA del area bajo la curva para cada compuesto de Datura stramonium, utilizando como covariable el
tiempo de inyeccion.

Fuente de variacion g.l. S.C. C.M. F p

Tiempo 1 5.680 5.6797 38.6909 5.81e-09***

Compuesto 5 139.368  27.8737 189.8784  2.395e-40***
TOTAL )

Tiempo * Compuesto 5 2.950 0.5900 4.0192 0.001973**

Error 135 19.818 0.1468

Sin embargo, aun controlando este factor, hubo diferencias significativas en la cantidad emitida
entre compuestos. En el total de los tratamientos, las cantidades liberadas de decanal y de 1-Hexanol, 2-
ethyl difirieron significativamente del resto de los compuestos (Fig. 5, TOTAL).
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Figura 5. Semi cuantificacion de los diferentes compuestos volatiles de Datura stramonium en cada tratamiento de

E Decanal [ 2-Hexenal, (E)- [ 3-Hexen-1-ol, (2)-

B 1-Hexanol, 2-ethyl- [ES| Nonanal [EF (S)-3-Ethyl-4-methylpentanol

herbivoria (valores transformados con la funcién logaritmo natural). Tratamientos: Adultos de L. daturahila (ALD), Dafio

artificial + OS (DOS), Larvas de L. daturaphila (LLD), Control sin dafio (CSD), Huevos de L. daturaphila (HLD), S.

purpurascens (SP), Dafio Artificial (DA), Herbivoria de especialistas + generalistas (HSG) y el TOTAL de tratamientos.
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Andlisis genéticos de Emersonella lemae

e Diversidad genética
Para Cyt-b se obtuvieron un total de 437 sitios para 93 secuencias de 12 poblaciones diferentes. No se
presentaron gaps en el alineamiento y hubo un total de 96 sitios polimdrficos. Se encontraron 83 sitios
parsimoniosamente informativos y 13 singletons, que definieron un total de 57 haplotipos (Anexo 2). En
la mayoria de las poblaciones la diversidad haplotipica fue alta y la diversidad nucleotidica oscil6 entre
0.00572 a 0.05533 (Cuadro 5). En las poblaciones de Bernal y San Martin sélo fue posible amplificar

una secuencia.

Cuadro 5. Diversidad genética obtenida con Cyt-b y COI en diferentes poblaciones de Emersonella lemae de México:
Poblacién, nimero de individuos analizados (n), sitios segregantes (S), diversidad nucleotidica (), nimero de haplotipos
(h), diversidad haplotipica (Hq) e indice de diversidad theta (o). La Ultima fila muestra los valores totales.

Cyt-b COl
Poblacion
n S n h Hq 0 n S n h Hq o
Pedregal 11 49 0.04094 10 0.982 0.03828 8 34 0.03146 8 1.000 0.03122
Teotihuacdn 4 20 0.02365 3 0.833 0.02496 2 10 0.02381 2 1.000 0.02381
Toluca 4 5 0.00572 2 0.500 0.00624 1 0 0.00000 1 0.000 0.00000
Tlaxiaca 4 26 0.03966 2 0.667 0.03245 2 0 0.00000 1 0.000 0.00000
Valsequillo 13 63 0.04181 6 0.718 0.04646 3 0 000000 1 0.000 0.00000
Texcoco 9 38 003725 8 0972 0.03199 11 37 0.03260 9 0.964 0.03008
Tzintzuntzan 10 74 0.05533 10 1.000 0.05986 9 61 0.04841 9 1.000 0.05344
Bernal 1 0 0.00000 1 0.000 0.00000 - - - - - -
Requena 15 50 0.03916 14 0.990 0.03519 8 41 0.04311 7 0.964 0.03765
Progreso 12 39 0.03602 10 0.970 0.02955 13 43 0.03265 11 0.9744 0.03307
Dolores 9 43 0.04189 8 0972 0.03620 3 15 0.02381 3 1.000 0.02381
San Martin 1 0 0.00000 1 0.000 0.00000 1 0 0.00000 1 0.000 0.00000
Total 93 96 0.04278 57 0.978 0.04304 61 76 0.03777 42 0.9803 0.03876

Para COI se obtuvieron un total de 61 secuencias y 42 haplotipos (Anexo 3) para 11 poblaciones,
con una longitud de 420 pb. Hubo 76 sitios polimdrficos, de los cuales 53 fueron parsimoniosamente
informativos y 23 fueron singletons. Se present6 un gap en un individuo de Progreso (Pro-23). Debido a
dificultades para amplificar este marcador, no se obtuvieron secuencias para Bernal y en algunas

poblaciones el tamafio de muestra es muy bajo. En el resto de las poblaciones la diversidad haplotipica
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fue alta y la diversidad nucleotidica oscil6 entre 0.02381 a 0.04841 (Cuadro 5). Para ambos marcadores,

Tzintzuntzan presento los més altos valores de z y o.

iE
b

10 samnples

. Pedregal
. Teotihuacan
. Toluca

. Tlaxiaca

. Valsequillo

. Texcoco

. Tzintzuntzan
. Bernal

9. Requena

10. Dolores

L1. San Martin
12. Progreso

Co =1 SN s ko —

il

Figura 6. (A) Red de haplotipos por median-joining para Emersonella lemae (Cyt-b), el tamafio de los circulos es
proporcional a la frecuencia del haplotipo. Los haplotipos A 'y B (en blanco) pertenecen a E. pubipennis. (B) Distribucién
geogréfica y frecuencia de los haplotipos de Cyt-b en cada poblacion, junto a cada circulo se indica el tamafio de muestra.
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e Estructuracion genética

En la red de haplotipos para Cyt-b (Fig. 6A), el grupo externo (E. pubipennis) mostré mayor relacion
con el haplotipo de Tlaxiaca (H45), seguido de Pedregal, Dolores, Texcoco y Requena (H16, H5, H9,
H44, H8 y H33). A lo largo de toda la red se pueden ver haplotipos faltantes (no muestreados o extintos)
y en el centro se observa una gran cantidad de reticulaciones. En algunos casos se observan muchos pasos
mutacionales entre los haplotipos, por ejemplo, entre H37 y H56, H48 y H4. La mayoria de estos ultimos
corresponden a Valsequillo. Muy pocos casos muestran una estructura en forma de estrella, por ejemplo,
H22 con H18, H36 y H51.

La mayoria de las poblaciones presentaron haplotipos Unicos y en bajas frecuencias. Con Cyt-b,
el haplotipo H4 fue el méas abundante y se present6 en Dolores, Requena y Valsequillo. Los haplotipos
compartidos entre poblaciones fueron: H10 y H14 (Pedregal y Valsequillo); H15 y H19 (Pedregal,
Progreso, Requena y Texcoco); H22 (Progreso y Requena); H23 (Progreso y Tlaxiaca); H25 (Progreso,
Requena y Texcoco); H30 (Requenay Toluca); H31 y H35 (Requena y Tzintzuntzan); y H34 (Requena

y Texcoco) (Fig. 6B). Bernal y San Martin presentaron solo un haplotipo.

En lared de haplotipos para COI (Fig. 7A), el grupo externo (E. lemae, Costa Rica) mostr6 mayor
relacion con el haplotipo H1 (Dolores), sequido de H15 (Progreso, Requena, Texcoco). En el interior de
la red se observan varios haplotipos faltantes (extintos o no muestreados). El haplotipo mas frecuente fue
H15, del cual derivan H3, H24 y H2. En muchas areas de la red se presenta un gran nimero de pasos

mutacionales entre los haplotipos, por ejemplo, en las conexiones con H37, H12 y H4.

Las poblaciones que compartieron haplotipos fueron: Dolores, Progreso y Texcoco (H3);
Pedregal y Valsequillo (H4); Progreso, Texcoco y Pedregal (H7); Progreso y Tlaxiaca (H13); Progreso
y Tzintzuntzan (H14); Requena y Texcoco (H22); y Requena y Tzintzuntzan (H26). Progreso fue la
poblacion que compartié mayor nimero de haplotipos con el resto de las poblaciones. De manera general,
se obtuvo una menor diversidad poblacional en comparacion con Cyt-b, por ejemplo: en Dolores sélo se
presentaron 3 haplotipos; y en Toluca sélo hubo uno. El resto de las poblaciones (Tlaxiaca, San Martin

y Valsequillo) tuvieron sélo un haplotipo, pero el tamafio muestral fue pequefio (Fig. 7B).

Los valores de Fst para Cyt-b estuvieron entre 0.00396 (Texcoco-Tzintzuntzan) a 1 (Bernal-San
Martin). Sin embargo, las distancias poblacionales estadisticamente significativas fueron pocas.

Valsequillo y Toluca fueron las localidades que mostraron mayor nimero de distancias significativas
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respecto al resto de las poblaciones (Fig. 8A, Anexo 4). El valor mas alto se encontrd entre éstas dos (Fst
0.45073), sequido de Toluca y Tlaxiaca (Fst 0.38942). También fue significativa el valor entre Tlaxiaca-
Requena (Fst 0.14593) y Tlaxiaca-Progreso (Fst 0.17609). Algunos valores resultaron negativos debido
a las diferencias en el tamafio de muestra entre poblaciones.

(o)

1. Pedregal

2. Teotihuacan
3. Toluca

4. Tlaxiaca

5. Valsequillo
6. Texcoco

7. Tzintzuntzan
8. Requena

9. Dolores

10. San Martin
11. Progreso

Figura 7. (A) Red de haplotipos por median-joining para Emersonella lemae (COIl), el tamafio de los circulos es
proporcional a la frecuencia del haplotipo. El haplotipo “E” pertenece a E. lemae de Costa Rica. (B) Distribucion geografica
y frecuencia de los haplotipos de COI en cada poblacion, junto a cada circulo se indica el tamafio de muestra.
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Con el gen COl, los valores de Fst se encontraron entre 0.01295 (Requena-Texcoco) y 1 (San
Martin-Toluca, Tlaxiaca, Valsequillo; Tlaxiaca-Toluca, Valsequillo; Toluca-Valsequillo). Sélo fueron
estadisticamente significativas las diferencias entre Dolores-Pedregal (Fst 0.26017) y, nuevamente, las
de Valsequillo respecto a Progreso, Requena, Texcoco y Tzintzuntzan. De estas ultimas, el valor mas
alto se encontr6 con Texcoco (0.54599), seguido de Progreso (0.54196). Se encontraron valores

negativos de Fst debido a las diferencias en el tamafio de muestra entre poblaciones (Fig. 8B, Anexo 5).
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Dol Dol
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Ped Ped
Pedregal Ped *
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Req Pro Req
Requena _ Req
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San Martin - San -
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Teotihuacan _ Teo -
Tex Tex
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Tlax Tlax
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Tzintzuntzan * = Tzin -
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Figura 8. Mapas de calor de los valores de diferenciacion genética (Fst) calculados entre pares de poblaciones de E. lemae,
utilizando los genes mitocondriales Cyt-b (A) y COI (B). El * indica un valor estadisticamente significativo (p=0.05).

ElI AMOVA para Cyt-b mostré que la agrupacién a partir de las barreras geogréaficas (Sierra
Nevada/Sierra del Ajusco-Chichinautzin, 3 grupos) explicé el 20.81% de la variacién y el 79% restante
se encontro a nivel intra poblacional. Al utilizar 4 grupos y separar también a Tlaxiaca, la variacion entre
los grupos propuestos también resulto significativa y explicé el 21.01% de la variacion observada con
este marcador. Para COlI, la variacion explicada por grupos no resulto significativa, probablemente esto

se deba a que Valsequillo tiene un tamafio muestral pequefio con este marcador. EI 51.76% de la variacion

se encontrd dentro de las poblaciones (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Andlisis de varianza molecular (AMOVA) para las diferentes poblaciones de Emersonella lemae del centro de
México, usando DNA mitocondrial. Para Cyt-b se evaluaron 3 (Valsequillo-Toluca-Centro) y 4 grupos (Valsequillo-Toluca-
Tlaxiaca-Centro). Con COI se evaluaron 2 grupos (Valsequillo-Centro). *Valores estadisticamente significativos.

Marcador Fuente de Sumade  Componentes  Porcentaje  Coeficientes F
# grupos variacion ""  cuadrados delavarianza de variacion yp
2 83.173 2.26903 20.81 Fer 0.208067
Entre grupos ' ' ' 0.0120.001
: Fsc 0.00247
Cyt-b Entre poblaciones g 78..937 0.02131 0.20 >
dentro de grupos 0.476+0.004
3 grupos Fsr 0.21001*
ST V.
Dentrodelas g gg7.837 8.61527 79.00
poblaciones 0.001+0.0003
Total 92 850.946 10.90561
3 101.900 225306 21.01 Fer 0.21005%
Entre grupos ' ' ' 0.0040.0006
. Fsc -0.01677
Cyt-b Entre poblaciones g 60.209 014212 132 >
dentro de grupos 0.777+0.004
4grupos Fsr 0.19680*
Dentrodelas g1 497837 8.61527 80.32 T
poblaciones 0.001+0.0003
Total 92 850.946 10.72620
1 44.703 6.47370 46.87 Fer 0.46873
Entre grupos ' ' ' 0.090+-0.002
col Entre poblaciones g 73.622 0.18927 1.37 Fec 002579
dentro de grupos 0.253+0.004
2 grupos Fsr 0.46873*
Dentrodelas  go 357413 7.14826 51.76 o
poblaciones 0.002+0.0004
Total 60  475.738 13.81123

e Reconstruccion filogenética

El modelo de sustitucion seleccionado para la matriz con ambos genes mitocondriales fue el GTR +
gamma. El arbol consenso obtenido por Inferencia Bayesiana (Fig. 9) sustentd las poblaciones de E.
lemae del centro de México como un grupo monofilético (0.69 PP), separado de otras especies de
Emersonella. Sin embargo, no fue posible separar los haplotipos entre poblaciones, aunque se formaron
dos grupos que incluyen el Clado 1 (dos secuencias de Valsequillo y Tzintzuntzan) y el resto de los
individuos (1.0 PP). Asi las poblaciones formaron un grupo parafilético (0.99 PP). También, la secuencia
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de E. lemae de Costa Rica se agrupé con el género Horismenus, aungque con una baja probabilidad (0.5

PP).
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Figura 9. Arbol consenso derivado de un analisis Bayesiano de 30 millones de generaciones a partir de una matriz
concatenada con los genes (Cyt-b y COI). Los valores de probabilidad posterior se muestran en cada nodo. También se
muestran los haplotipos para cada individuo y las poblaciones que lo comparten.
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e Demografia historica

Se utilizd el modelo GTR + gamma Y sitios invariantes para el anélisis bayesiano de la demografia
histdrica. El grafico de skyline con ambos marcadores mitocondriales (Fig. 10) muestra un tamafio estable
la mayor parte del tiempo, pero hacia el presente existe un marcado crecimiento poblacional. Al realizar
los anélisis separados para cada marcador, predomind un tamafio poblacional constante y en el ultimo

periodo de tiempo se observo una ligero decline demografico (Anexo 6).

10

1.E-1

Tamaio efectivo poblacional

1.E-2

0 0.025 0.05 0.075 01
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Figura 10. Gréfico de Skyline bayesiano representando la historia demogréafica de Emersonella lemae con ambos genes
mitocondriales.
Para ambos marcadores los valores de la D de Tajima a nivel poblacional fueron no significativos.
Con Cyt-b resultaron positivos para la mayoria de ellas, a excepcién de Teotihuacan, Valsequillo,
Tzintzuntzan y Toluca. Para COI, los valores fueron positivos para Pedregal, Texcoco y Requena;
negativos para Tzintzuntzan y Progreso. Respecto a la prueba Fs de Fu, tampoco se obtuvieron valores

significativos a nivel poblacional (Anexo 7).

Al evaluar las pruebas de neutralidad con todas las poblaciones del centro de México, se obtuvo
una D de Tajima negativa y no significativa para Cyt-b (-0.01984, p=0.552) y COI (-0.08771, p=0.550).
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Por otro lado, los resultados de la prueba Fs de Fu fueron negativos y estadisticamente significativos con
ambos marcadores: Cyt-b (-16.09709, p=0.005) y COI (-12.57035, p=0.005). Estos valores permiten
rechazar la hipotesis de neutralidad, debido a dos posibles causas: a) seleccion natural y b) una expansion

reciente de la poblacién, que coincide con los resultados del analisis de skyline.

VII. DISCUSION

Los parasitoides, por su estilo y estrategia de vida, establecen una interaccion estrecha y muy interesante
con su insecto y planta hospedera. Conocer a los parasitoides nos permite conocer todo el sistema

tritr6fico y explorarlo desde distintas perspectivas.

Interaccion Datura stramonium-Lema daturaphila: volatiles

Aungue todos los dias las plantas emiten gran cantidad de VOCs (volatile organic compounds) algunos
de ellos se sintetizan de novo o se liberan a altas cantidades en presencia de insectos herbivoros (Douma
etal., 2019). En este trabajo, el analisis de D. stramonium en respuesta a la presencia, herbivoria y estado
de desarrollo de L. daturaphila revel6 seis diferentes compuestos organicos volatiles. En el Cuadro 7 se
presenta una sintesis de algunas de las plantas (o insectos) donde también se han detectado los volatiles
identificados. Asimismo, se incluyen algunos de los insectos que han respondido a su emision, ya sean

herbivoros, parasitoides o depredadores.

El 2-Hexenal, (E)- y el 3-Hexen-1-ol, (Z2)- fueron los volatiles liberados en mayor cantidad. Estos
compuestos son responsables del olor fresco de las hojas verdes (Hatanaka et al., 1999), son ubicuos en
la mayoria de las plantas, pero cuando hay estrés en los tejidos, las vias productoras de GLVs se activan
rapidamente para producirlos en grandes cantidades (Ameye et al., 2018). De esta forma, son unos de los
primeros volatiles liberados después del dafio (James, 2005).

Por su rapida emision, los GLVs pueden proveer informacion inmediata sobre la ubicacion del
herbivoro que esta atacando (Scala et al., 2013). Pero debido a que carecen de especificidad, se ha
sugerido que el 2-Hexenal, (E)- y el 3-Hexen-1-ol, (Z)- actian como claves de largo alcance en lugar de
ser claves directamente asociadas con el herbivoro (Takabayashi et al., 1998; Rodrigues et al., 2014).
Asi, permiten a los enemigos naturales encontrar el habitat de su huésped y de hecho pueden generar un
vuelo orientado en algunos parasitoides (Cuadro 7, Takabayashi et al., 1995; Birkett et al., 2003; Mao et
al., 2018). Sin embargo, su emision disminuye rapidamente después de las primeras etapas de infestacion

y entonces otros compuestos guian la basqueda del parasitoide (Turlings et al., 1998; Birkett et al., 2003).
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Cuadro 7. Compuestos organicos volatiles de un mismo genotipo de Datura stramonium: férmula, grupo quimico y tiempo
de retencién (RT). Se muestran algunas de las plantas donde se han detectado y su funcién en diferentes sistemas bioldgicos
como atrayentes de: herbivoros (h), parasitoides (p) o depredadores (d). Se incluye la referencia de dichas investigaciones.

Compuesto RT Especies de plantas Funcion Referencia

(min)

Estimula antenas y atrae a Microplitis Ngumbi et al., 2009,
Morus alba (Moraceae), Croceines Coteiia mar inivenE[)ris 2010, 2012; James,
pesy g 2005; Agelopoulos y

Gossypium hirsutum .
- - . Hymnoptera) e Hyphantria cun
2-Hexenal, (E) (Malvaceae), Brassica (b, Hy o_p era) e Hyphantria cunea Keller, 1994;
CeH100 11.3 . (h, Lepidoptera). Atrayente de . .
6110 . oleracea, y Rorippa . . Wickremasinghe y
- . Geocoris pallens (d, Hemiptera),
Aldehido indica (Brassicaceae), . . van Emden, 1992;
. Spodoptera litura (h, Lepidoptera),
*excrementos de Pieris C. alomerata v Aphidius Du et al., 2022;
g yAp Takabayashi et al.,

rapae (h). rophalosiphi (p, Hymenoptera), 1998

Atrayente de Orius tristicolor (d, Birkett et al., 2003;

Phaseolus vulgaris Hemiptera), Stethorus punctum James, 2005;
3-Hexen-1-ol, (Fabaceae), G. picipes (d, Coleoptera), Leptinotarsa  Ngumbi et al., 2009;
(2)- hirsutum, Zea mays decemlineata (h, Coleoptera), Wickremasinghe y
G 117 (Poaceae), Solanum Encarsia formosa, Anagrus daanei,  van Emden, 1992;
ori tuberosum A. rophalosiphi, C. kariyai y C. Du et al., 2022;
Alcohol (Solanaceae), B. glomerata (p, Hymenoptera), avispas ~ Takabayashi et al.,
oleracea y R. indica. de la familia Braconidae (p) y otros 1998; Weisshecker
micro-Hymenoptera (p). etal., 1999.
Vitis vinifera (*vino,
Vitaceae), Meng et al., 2011;
Apocynum lactifolium Kimetal., 2021;
(S)-3-Ethyl-4- (Apocynaceae), Coffea Hypothenemus hampei (h, Mendesil et al.,
methylpentanol arabicay C. canephora  Coleoptera), Phytoseiulus persimilis ~ 2009; Castracani et
CHO 164 (Rubiaceae), Torenia (d, Mesostigmata), *machos de P.  al., 2008; Greenberg
sris hybrida y T. fournieri rufescens y P. breviceps etal., 2007; Cruz y
Alcohol (Scrophulariaceae), (Hymenoptera: Formicidae). Malo, 2013;
*feromonas sexuales de Shimoda et al.,
Polyergus rufescens y 2012.
P. breviceps.
B. olersggsé;rladlca Kong et al., 2016;
1-Hexanol, 2- ] :
(Euphorbiaceae), Atrayente de Bemisia tabaci (h, Sun et al,, 2019;
ethyl- L g . . Ingrao et al., 2019;
6.6 Asparagus officinalis Hemiptera), Bikasha collaris (h, oz
16. . o Du et al., 2022; Solé
CsH180 (Asparagaceae), Olea Coleoptera), Ostrinia nubilalis (h,
. et al., 2010; Morawo
Alcohol europaea (Oleaceae), Lepidoptera). y Fadamiro, 2016:
*larvas de Heliothis . ’ '
. Caselli et al., 2021.
virescens.
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Atrayente de B. collaris (h), Sunetal., 2019; Yu

Ef?iiti)r:tflriz, ? Erigonidium graminicolum (d, et al., 2008; Dickens
Nonanal tuberosum. B o,Ie}acea Araneae), O. similis (d), L. et al., 2002; Du et
ohana 7 ma s'A'uiIaria " decemlineata (h), C. plutellae (p), 0.  al., 2022; Yang et
CoH150 18.5 - mays, A nubilalis (h), M. mediator (p),  al., 2016; Solé et al.,
sinensis
Aldehido (Thymelaeaceae) Bracon hebetor (p, Hymenoptera), 2010; Yu et al.,
Y ’ Heortia vitessoides (h, Lepidoptera),  2010; Dweck et al.,
*feromonas sexuales de . . .
Galleria mellonella Cantheconidea concinna (d, 2010; Qiao et al.,
' Hemiptera). 2018.
Du et al., 2022; Solé
B_. oleracea, Z_. may_s, G. . litura (h), O. nubilalis (h), M. etal., 2019; Morawo
Decanal hirsutum, A. sinensis, S. . i . ) y Fadamiro, 2016;
croceipes (p); C. concinna (d);
tuberosum, *larvas de . . Yuetal., 2010;
C10H200 20.8 H. virescens (h) estimula antenas de M. mediator (p), R
Aldehido ' ’ B. hebetor (p), H. vitessoides (h) y y ’

*feromonas sexuales de
G. mellonella.

Qiao et al., 2018;
Weissbecker et al.,
1999.

Perillus bioculatus (d, Hemiptera).

El 1-Hexanol-2-ethyl y el Nonanal fueron los volatiles que se presentaron en todos los
tratamientos en cantidades intermedias. Ambos se han reportado en plantas sin dafio, con dafio mecénico
y con dafio por herbivoros (Ingrao et al., 2019). Son considerados importantes para localizar la planta
hospedera de algunos insectos herbivoros y se ha observado que su emision incrementa en plantas
infestadas (Kong et al., 2016; Sun et al., 2019). El primero de ellos se ha reportado en plantas de D.
stramonium infectadas con el virus TSWV (Tomato spotted wilt virus). Su emision increment6 la

preferencia y oviposicién de Bemisia tabaci en comparacion con plantas sin virus (Chen et al., 2017).

Respecto al Nonanal, se trata de un compuesto muy comun en diversas plantas. En Solanum
tuberosum es el volatil més abundante en ausencia de dafio (Dickens, 2006). Su emisién incrementa con
la infestacion y regurgitacién de Spodoptera litura (Du et al., 2022) y en combinacién con otras
feromonas y volatiles, puede ser atractivo para Leptinotarsa decemlineata (Yu et al., 2008). Es muy
importante como sefial para los insectos herbivoros y, en otras solanaceas como Nicotiana tabacum, esta
involucrado en la eleccidn del sitio de oviposicion de Helicoverpa assulta, a pesar de su baja abundancia
(Solé et al., 2010; Qiao et al., 2018; Wang et al., 2020). Ademas, se ha detectado en las feromonas
sexuales de la mariposa Galleria mellonella (Dweck et al., 2010) y aungue es usado por muchos
herbivoros, también puede atraer parasitoides y depredadores como arafias y hemipteros (Yu et al., 2008;
Dweck et al., 2010; Yu et al., 2010; Yang et al., 2016).
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El (S)-3-Ethyl-4-methylpentanol junto con el Decanal, fueron los compuestos menos abundantes
en D. stramonium. Aunque se han detectado en bajos niveles en otras plantas, pueden ser cruciales para
determinadas interacciones planta-herbivoro (Cuadro 7). El primero esté presente en el aroma floral de
Torenia y Apocynum lancifolium (Shimoda et al., 2012; Kim et al., 2021), asi como en las feromonas
sexuales de las hormigas Polyergus breviceps (Greenberg et al., 2007). Debido a que es un compuesto
inusual, podria ser importante para distinguir a las plantas que lo producen. Sin embargo, en Coffea
arabica se sospecha que la combinacion del (S)-3-Ethyl-4-methylpentanol con otros volatiles es lo que
incrementa la atraccion de herbivoros como Hypothenemus hampei, en lugar del compuesto por si solo
(Mendesil et al., 2009).

En cuanto al Decanal, se trata de otro compuesto utilizado por diversos insectos herbivoros para
localizar a su planta hospedera (Solé et al., 2010; Qiao et al., 2018; Du et al., 2022). Se ha reportado que
su emisién es baja al inicio de la infestacion, pero incrementa después del segundo dia a la par que
decrementa la emision de GLVs (Qiao et al., 2018). Es una sefial clave para la atraccion de algunos
parasitoides (Dweck et al., 2010; Yu et al., 2010; Morawo y Fadamiro, 2016). De hecho, se ha reportado
como parte de los volatiles que liberan las larvas de Heliothis virescens cuando comen exclusivamente
plantas de algodon, por lo que el Decanal se convierte en un elemento necesario para que los parasitoides
reconozcan la presencia de su huésped (Ngumbi et al., 2009; Morawo y Fadamiro, 2016).

Considerando esto, aunque los 6 compuestos tienen un papel fundamental como mediadores entre
planta-insecto, sus funciones pueden ser muy diversas segun el contexto ecoldgico y las especies que
interactian. En el género Datura, la produccién de volatiles como defensas indirectas ha sido poco
explorada y la mayoria de los resultados se centran en D. wrightii, donde los analisis con GC-MS han
detectado hasta 27 compuestos diferentes (Zhang et al., 2022). Bajo herbivoria con L. daturaphila, el
compuesto mas abundante ha sido (E)-B-cariophyllene (Hare, 2007), aunque también se ha detectado 3-
Hexen-1-ol, (Z) en altos niveles, asi como 2-Hexenal, (E), Decanal y 1-Hexanol, 2-ethyl (Hare, 2007,
Hare y Sun, 2011b; Wilson et al., 2018; Zhang et al., 2022). Cuando D. wrightii esta expuesta a dafio
por Manduca sexta también se ha reportado la presencia de Nonanal (Fraser et al., 2003) y como parte

de su aroma floral se incluye el 3-Hexen-1-ol, (Z) (Raguso et al., 2003).

La mayoria de los volatiles liberados por la herbivoria de L. daturaphila en D. wrightii también
han sido liberados en plantas sin dafio, aunque en menores concentraciones (Hare, 2007). Al combinar

el dafio con el herbivoro generalista Tupiocoris notatus, la composicion de las mezclas no cambid, solo

36



se elevaron las cantidades emitidas (Hare y Sun, 2011b). De manera similar, en este trabajo con D.
stramonium la mayoria de los compuestos estuvieron presentes en todos los tratamientos, incluso en
ausencia de dafio, con dafio artificial o con dafio por el herbivoro generalista S. purpurascens. Sin
embargo, la cantidad de volatiles detectados fue mucho menor y no hubo diferencias cuantitativas entre

tratamientos.

Una posible explicacion es que los cambios no se detectaron debido al tiempo de colecta utilizado.
En este caso, solo se realizé una medicion 24 h después del inicio de la infestacion. Anteriormente se ha
demostrado que la composicion y cantidad de los volatiles emitidos varia a través del tiempo (Turlings
et al., 1998; Birkett et al., 2003). En D. wrightii, por ejemplo, la produccion de HIPVs comienza el dia
del dafio, alcanza sus niveles maximos 1-2 dias despues y su produccion persiste hasta una semana (Hare
y Sun, 2011b), por lo que el tiempo puede ser un factor muy importante en la composicion de los volatiles

emitidos y detectados.

De igual forma, la produccion de compuestos organicos volatiles puede variar con las
fluctuaciones ambientales (Loreto et al., 2006). Asi, la temperatura del aire, la humedad relativa y el
estado hidrico de la planta pueden ser los principales factores que determinen la cantidad y calidad de
los VOCs producidos (Wilson et al., 2018). Este ruido ambiental puede ser tan grande, que minimice y
oculte los cambios generados por la herbivoria (Wilson et al., 2018), por lo que es importante no ignorar
su papel en la produccién de volatiles en condiciones naturales (Hare y Sun, 2011a). Por ejemplo, con
D. wrightii la emision de VOCs es diferente entre temporadas, incluso la produccién en plantas sin dafio
puede exceder a la de plantas con herbivoros (Hare y Sun, 2011a). En nuestro caso, el tiempo en que se
aplico el dafio y los dias en que se realizaron las mediciones, parecen haber influido en la variacién de
los volatiles. Ya que las plantas de D. stramonium se mantuvieron en condiciones de invernadero (donde
se control¢ el estado hidrico y los nutrientes de las plantas) y las mediciones se realizaron en laboratorio,
es posible que dichos factores abidticos influyeran en la emision total de volatiles.

Los cambios por condiciones ambientales pueden sugerir que la produccion de VOCs es un
indicador general y no especifico del dafio por herbivoros, sobretodo en ausencia de enemigos naturales
especialistas que puedan potenciar la evolucion de mezclas especificas (Hare y Sun et al., 2011b). Sin
embargo, en el sistema tritréfico que se establece sobre D. stramonium, todos los parasitoides ejercen
una fuerte presién sobre la sobrevivencia de L. daturaphila, por lo que la emision de VOCs podria no

reducirse solo a la variacion ambiental. En D. wrightii, aunque el 3-Hexen-1-ol, (Z), el Nonanal y el
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Decanal han desencadenado una respuesta y atraccion de herbivoros como M. sexta (Fraser et al., 2003;
Allmann et al., 2013; Zhang et al., 2022), también son mediadores de interacciones con el tercer nivel

tréfico.

Bajo herbivoria con L. daturaphila, se ha observado que altos niveles de produccién de VOCs en
D. wrightii estan relacionados con altos niveles de depredacion de larvas por Geocoris pallens (Hare y
Sun, 2011a). También, altos niveles de 2-Hexenal, (E) tienen un papel importante en la atraccion de
insectos depredadores del herbivoro M. sexta: la herbivoria de estas larvas o la aplicacion de sus OS en
plantas de D. wrightii induce una mayor produccién de este compuesto, por lo que M. sexta prefiere
ovipositar en plantas donde haya mayor produccion del isomero 3-Hexenal, (Z), sin importar que haya
mayor competencia entre larvas (Allmann et al., 2013). Dentro de los enemigos naturales de M. sexta
que pueden responder a los volatiles liberados por D. wrightii se encuentran los parasitoides de huevo
Trichogramma deion y T. sathon (Wilson y Woods, 2016), asi como los parasitoides de larva Drino
rhoeo (Diptera, Wilson y Woods, 2015) y Cotesia congregata (Hymenoptera, Zhang et al., 2022).

Con esta ultima especie, existe una interaccion mediada por los volatiles liberados bajo herbivoria
de L. daturaphila. Las hembras de M. sexta prefieren ovipositar en plantas infestadas con larvas de este
escarabajo, debido a que los volatiles liberados por D. wrightii son menos atractivos para C. congregata,
en comparacién con los VOCs que se liberan sélo con M. sexta. Entre los compuestos mas abundantes
del headspace alrededor de D. wrightii se encuentra el 3-Hexen-1-ol, (Z) que, en combinacion con otros

compuestos, fue atractivo para M. sexta en presencia de L. daturaphila (Zhang et al., 2022).

Entonces, ¢podrian estos compuestos volatiles significar algo para los parasitoides de L.
daturaphila sobre D. stramonium?, la respuesta es que muy probablemente si. La mayoria de estos VOCs
son fundamentales en diversas interacciones planta-parasitoides y, en una especie hermana como D.
wrightii se ha demostrado su potencial como infoquimicos. Lema daturaphila es capaz de suprimir
defensas directas en D. stramonium como la produccidn de atropina y escopolamina (Zhang et al., 2022),
por lo que las defensas indirectas pueden ser una gran alternativa para enfrentarse a este depredador. Aun
asi, es importante considerar que las mezclas de volatiles también pueden evolucionar directamente
contra los herbivoros (Zu et al., 2020). Por el momento, aunque no se detectaron diferencias cuantitativas
entre tratamientos, es importante recordar que en muchos casos la proporcion de los compuestos dentro

de las mezclas es lo que determina la atraccién de un insecto (Fukushima et al., 2002; Zhang et al., 2022).
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De esta forma, un aspecto a mejorar es el uso de un control estandar de los compuestos para tener una

cuantificacion més precisa de cada uno y estimar su proporcion.

Aun asi, se lograron identificar diferencias cualitativas a partir de la deteccion del (S)-3-Ethyl-4-
methylpentanol y el Decanal. Su presencia y abundancia relativa permitio distinguir al tratamiento de
Huevos de L. daturaphila como el mas diverso. Estos compuestos podrian ser una sefial importante para
E. lemae, quien parasita en altos niveles los huevos de L. daturaphila (Villanueva-Hernandez, 2019).
Aunque su presencia en los tratamientos con Dafio artificial + OS y Herbivoria por especialistas +
generalistas podria indicar que también son importantes para los parasitoides de las larvas de este

crisomélido.

En consecuencia, es indispensable probar de manera experimental el efecto de todos estos VOCs
en la atraccion de los parasitoides de L. daturaphila. Sélo de esta forma se pueden tener resultados
certeros sobre el papel de los volatiles como defensas indirectas en D. stramonium. Otro aspecto
importante es determinar la fuente de origen de cada uno de los compuestos, es decir, si derivan de la
planta, del herbivoro o de ambos. De igual forma, es necesario tomar en cuenta la importancia de las
fluctuaciones ambientales sobre la produccion de VOCs, principalmente en condiciones naturales. Y por
ualtimo, es importante evaluar la emision de volatiles entre diferentes genotipos y poblaciones de D.
stramonium. En este estudio s6lo trabajamos con un genotipo de una poblacién, pero sabemos que la
infestacion de parasitoides difiere a nivel local y la emision de VOCs podria ser un factor determinante
en estas variaciones poblacionales. Por ahora, estos resultados constituyen un primer paso para entender

las dindmicas quimico-ecoldgicas que median la interaccion D. stramonium-L. daturaphila-parasitoides.
Variacion genética a nivel geografico en Emersonella lemae

La diversidad y dinamicas poblacionales de los parasitoides nos ayudan a entender como interacttian con
los niveles tréficos inferiores. En este trabajo, analizamos la diversidad y estructura genética de E. lemae
en el centro de México, guiados por los siguientes hallazgos: 1) es un parasitoide muy abundante y causa
una alta mortalidad en las poblaciones de L. daturaphila y 2) esta presente incluso en las poblaciones

recién colonizadas por la planta y el escarabajo.
e Diversidad genética

En general, E. lemae mostré una alta diversidad en ambos genes mitocondriales. En otras especies de

parasitoides ya se ha reportado un alto nimero de haplotipos o una diversidad nucleotidica similar, por
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ejemplo, en Anastatus orientalis (Hd=0.583-0.911, z=0.0027-0.0089; Manzoor et al., 2021), Orthopelma
mediator (Hd=0.82; Kohnen et al., 2012), Baryscapus servadeii (h=87, 7=0.016; Auger-Rozenberg et al.,
2015), Megastigmus dorsalis (h=89; Nicholls et al., 2010) y Pnigalio mediterraneus (h=53, Hd=0.656-
0.943, 7=0.00304-0.00719; Gebiola et al., 2014). Aunque otros parasitoides también muestran poca o
ninguna variacion en estos genes altamente conservados (Seyahooei et al., 2011), se ha demostrado que
el ADN mitocondrial de estos organismos generalmente es muy diverso, y esta variacion se ha asociado
con el estilo de vida de los parasitoides, la asociacion con sus hospederos y las diferencias en sus ciclos
de vida (Dowton y Austin, 1995; Oliveira et al., 2008).

Aunque COI fue un marcador mas dificil de amplificar y por tanto hubo un menor tamafio de
muestra, fue posible observar que las secuencias de E. lemae correspondientes a Cyt-b fueron ligeramente
mas diversas. Estas diferencias se han reportado en insectos, pero en general se sabe que ambos genes
tienen un nivel de variacion similar (Simmons y Weller, 2001). Lo que si fue evidente, es que con ambos
marcadores la poblacion de Tzintzuntzan fue la mas diversa. En esta localidad las puestas de huevos de
L. daturaphila presentaron un parasitoidismo del 100% en el afio de colecta (Villanueva-Hernandez,
2019). En muestreos posteriores incluso ha sido imposible encontrar larvas o adultos del escarabajo,
debido a que todos los huevos estan infestados con E. lemae (obs. pers.). Otras poblaciones donde el
parasitoidismo de huevos ha sido muy alto, son Pedregal, Valsequillo, Requena y Texcoco, mismas que
también mostraron una alta diversidad nucleotidica y haplotipica en este estudio. Comunmente se ha
asociado una elevada variacion genética con grandes tamarios poblacionales del organismo (Hague y
Routman, 2016) y de su huésped, en el caso particular de los parasitoides (Anton et al., 2007). Por lo que
es posible que exista una relacion positiva entre el tamafio poblacional y la diversidad genética de E.
lemae. Aungue es cierto que en poblaciones como Toluca y Tlaxiaca hay bajos niveles de parasitoidismo
(Villanueva-Hernandez, 2019), y también bajos niveles de diversidad genética, es necesario incrementar

el tamafio de muestra en estas poblaciones para tener un escenario mas completo.

En comparacion con el herbivoro huésped, L. daturaphila también muestra una alta diversidad
haplotipica en el centro de México (Sierra-Guerrero, 2021), no obstante, en la mayoria de las poblaciones
E. lemae es mas diversa. Un claro ejemplo es la poblacion de Dolores, donde el tamafio muestral de E.
lemae para COI fue menor (n=3) en comparacion con L. daturaphila (n=6), pero en esta Gltima especie
s6lo se presentd un haplotipo, mientras que con E. lemae hubo tres diferentes. Con otras poblaciones

como Texcoco o Pedregal, también existe una mayor diversidad genética en el parasitoide.
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e Estructuracion genética

No existe una tendencia clara de agrupacion por localidades entre los haplotipos, pero las poblaciones
que compartieron mayor nimero de ellos son las que se ubican sobre la region del Valle de México, es
decir, Pedregal, Texcoco, Progreso y Requena. A estas mismas poblaciones corresponden los haplotipos
més abundantes, sin embargo, la mayoria de ellos fueron Unicos y se conectaron entre si a través de
multiples reticulaciones con uno o varios pasos mutacionales, lo que también refleja la alta variacion

geneética que existe en las poblaciones de esta especie.

Los grupos externos incluidos en ambas redes tampoco permitieron discriminar entre localidades
geogréficas. En el caso de Cyt-b, los haplotipos de E. pubipennis tuvieron mayor relacién con Tlaxiaca,
y para COl, el haplotipo de Costa Rica de E. lemae se asocié con Dolores. Pero el resto de los haplotipos
de estas dos poblaciones y del resto de las localidades, estuvieron presentes a lo largo de toda la red. Este
resultado puede relacionarse con los bajos niveles de diferenciacion genética entre poblaciones. Aunque
son muy pocos los haplotipos compartidos entre ellas, los valores de Fst fueron bajos y no significativos
para la mayoria, incluso en poblaciones mas alejadas como Tzintzuntzan y Texcoco (Cyt-b=0.0039,
COI=0.0389). Esto podria indicar, por un lado, el flujo génico histérico que ha habido entre las
poblaciones, pero también la presencia de polimorfismos ancestrales que se han mantenido en ellas
(Marko y Hart, 2011; Charlesworth, 2010).

La dispersion, colonizacién y el establecimiento de las poblaciones de E. lemae, podrian ser
afectados por dindmicas poblacionales de los niveles tréficos inferiores, debido a que D. stramonium es
una planta distribuida en habitats perturbados y sus poblaciones suelen estar sujetas a las alteraciones
antropogeénicas. De esta forma, D. stramonium puede sufrir extinciones locales en periodos cortos de
tiempo, teniendo consecuencias sobre L. daturaphilay a su vez, sobre E. lemae. Por ejemplo, en los afios
2018 y 2019, D. stramonium y L. daturaphila tuvieron un tamafio poblacional grande en Toluca
(Villanueva-Hernandez, 2019), pero para 2020 esta poblacion ya no existia. Estos cambios locales
podrian propiciar que E. lemae se mueva constantemente entre poblaciones en bisqueda de recursos,

como ocurre con otros parasitoides (Nair et al., 2016).

Pero ¢cOmo es que un insecto tan pequefio se orienta en un ambiente tan grande y complejo para
localizar a su huésped? Aungue se requieren estudios especificos, es probable que E. lemae logre
dispersarse grandes distancias de forma pasiva a través del viento (Jourdie et al., 2010a; Couchoux et al.,

2016) y posteriormente utilice claves quimicas y visuales para encontrar los huevos de su escarabajo. En
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esta Ultima fase podrian ser muy importantes los compuestos orgéanicos volatiles que libere D.
stramonium. De esta forma, E. lemae podria ser capaz de localizar poblaciones recién colonizadas por
D. stramonium y L. daturaphila (p. €j. en la localidad de Progreso, obs. pers.). Y por ello, aunque ain no
podemos probar el flujo génico, si podemos hablar de que existe una alta dispersion entre poblaciones.
En Progreso, por ejemplo, los haplotipos presentes se compartieron con el resto de las poblaciones del
Valle de México.

Sin embargo, también es posible que al ser un parasitoide pequefio, E. lemae se mueva por foresia
utilizando a L. daturaphila como medio de transporte, un comportamiento que ya se ha reportado en este
género (Cuignet et al., 2007). Es importante recordar que un parasitoide no puede sobrevivir sin su
insecto huésped, por lo que tienden a estar limitados a las mismas ubicaciones (Couchoux et al., 2016).
Aunque la mayoria de las poblaciones de E. lemae no mostraron estructuracion genética significativa,
también se observd una diferenciacion estadisticamente significativa en dos de ellas: Valsequillo y
Toluca. Este patron es similar al de las poblaciones del centro de México de su insecto huésped, L.
daturaphila (Sierra-Guerrero, 2021). Entre estas dos localidades y el resto de las poblaciones, existen
dos barreras geogréaficas importantes. Valsequillo se ubica dentro de la zona neovolcanica de México en
el estado de Puebla, hacia el este de la Sierra Nevada, donde se encuentran especificamente los volcanes
Popocatépetl e Iztaccihuatl, con una altitud de hasta 5,500 m.s.n.m. (Fig. 11A) (Yarza de De la Torre,
2003). Aungue Valsequillo comparte algunos haplotipos con Pedregal, Dolores y Requena, en general
muestra diferenciacion con todas las poblaciones, a excepcion de San Martin y Bernal. Sus haplotipos se
caracterizan por conectarse a través de un alto nimero de pasos mutacionales, por lo que esta barrera
podria estar restringiendo el flujo génico y promoviendo la diferenciacion de esta poblacion. Con L.
daturaphila no existen datos de esta localidad, pero si de San Martin, que geograficamente esta aislada

por la presencia de las mismas montafias.

Por otra parte, la poblacién de Toluca se ubica en el centro del Estado de México y esta rodeada
por diferentes montafias del Eje Volcanico Transversal. La principal es la Sierra del Ajusco-
Chichinauhtzin (Fig. 11B), que conforma el limite sur de la cuenca de México (Urrutia-Fucugauchi y
Martin del Pozzo, 1993) y separa a Toluca de las poblaciones del noreste de esta barrera. Se caracteriza
por albergar bosques de coniferas y pastizales de alta montafia y su maxima altitud se alcanza en el volcan
Ajusco, con 3937 m.s.n.m., por lo que podria representar un limite a la dispersién de E. lemae. Con Cyt-

b, los individuos de Toluca mostraron una moderada diferenciacién respecto a las poblaciones del otro
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lado de esta barrera (Dolores, Progreso, Requena y Texcoco). El valor mas alto de Fsr se presento
respecto a Valsequillo (0.3894) y con Pedregal la diferencia no fue significativa (Fst=0.1602). Para COI
tampoco se detectaron valores estadisticamente significativos, pero probablemente se deba al tamafio
muestral pequefio. Una coincidencia importante, es que la poblacion de Toluca de L. daturaphila también
mostro gran diferenciacion respecto a las poblaciones separadas por esta barrera (Sierra-Guerrero, 2021).
Por tanto, aunque E. lemae se dispersa ampliamente entre localidades, esta siguiendo una trayectoria

similar con su insecto huésped y ambos se ven afectados por las mismas barreras geograficas.
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Figura 11. Mapa topografico con las ubicaciones de las poblaciones de Emersonella lemae. Se muestran las curvas de nivel
correspondientes a diferentes altitudes y se indica la ubicacién de la Sierra Nevada (A), la Sierra del Ajusco-Chichinauhtzin
(B), el Nevado de Toluca (C) y las montafias del limite Estado de México-Michoacén (D).

Del lado oeste, la poblacién de Toluca esta rodeada por otras elevaciones como el Nevado de
Toluca (Fig. 11C) y las montafas ubicadas en el limite Estado de México y Michoacan (Fig. 11D). Dichas
barreras posiblemente influyeron en su diferenciacion respecto a Tzintzuntzan. Los patrones de
estructuracion genética con Toluca y Valsequillo, también se explicaron a traves de la prueba de
AMOVA, donde la agrupacion a partir de las barreras geograficas explicé un gran porcentaje de la

variacién (20.81% con Cyt-b y 46.87% con COI). Con Cyt-b, la separacién de Tlaxiaca también ayudo
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a explicar la distribucion de la varianza genética. Ademéas de Valsequillo, esta poblacion mostrd
diferenciacion significativa con Progreso y Requena, a pesar de encontrarse relativamente cerca y sin
ninguna barrera geogréafica notable entre ellas. En estos casos, la diferenciacion podria asociarse con
contrastes en las condiciones climaticas de las regiones, sin importar las distancias geogréaficas entre ellas
(Seyahooei et al., 2011). Tlaxiaca, aunque comparte vegetacion del Valle del Mezquital con Requena, se
encuentra en una zona mas arida en comparacion con ésta y Progreso (Gobierno del Estado de Hidalgo,

2002). Sin embargo, seria necesario un mayor nimero de individuos para corroborar estas diferencias.
e Reconstruccion filogenética

En el arbol construido por Inferencia Bayesiana, no fue posible resolver las relaciones entre los
haplotipos de las diferentes poblaciones del centro de México. La politomia que se encontrd puede
deberse a que los haplotipos presentes han dado origen a otra variedad de ellos al mismo tiempo, pero
también a que los marcadores o la cantidad de datos no contenian suficiente sefial filogenética como
para resolver relaciones a nivel intraespecifico (Walsh et al., 1999). Por tal razon, es necesario emplear
otras alternativas (p. ej. marcadores menos conservados) para verificar que no se trata de politomias

blandas.

Un resultado interesante es que se formd un clado entre dos secuencias de poblaciones distantes:
Valsequillo y Tzintzuntzan. Ambos haplotipos mostraron los niveles mas altos de variacion en
comparacion con el resto de las poblaciones, lo cual fue muy evidente durante el alineamiento multiple
de secuencias. Ademas, el individuo perteneciente a Valsequillo corresponde a un muestreo realizado

durante el 2018, lo cual podria indicar que también es importante la variacion genética a nivel temporal.

A pesar de la alta diversidad genética, todas las poblaciones formaron un grupo unico, separado
de otras especies del género Emersonella. Esto nos ayuda a confirmar que en el Centro de México, E.
lemae es un grupo monofilético y no un complejo de especies cripticas (Haine et al., 2006). Una gran
diversidad también se observo con la secuencia de E. lemae proveniente de Costa Rica, que se enlazé en
la red de COl a través de un gran nimero de haplotipos y pasos mutacionales y que finalmente se agrupé
con Horismenus, un género hermano. Este resultado podria deberse a distintos factores, como la
distancia geografica o a la diferencia de huésped (Nicholls et al., 2017). En Costa Rica, E. lemae parasita

los huevos de un crisomélido del género Neochlamisus (Forbes y Funk, 2013).

44



e Demografia historica

Debido a que ambos genes mitocondriales son universales, estan involucrados en la respiracion celular
y muestran un nivel de variacién similar en insectos (Adams y Palmer, 2003; Simmons y Weller, 2001),
se esperaria que estén bajo presiones parecidas y muestren una historia demografica concordante. De
acuerdo con esta premisa, los analisis de skyline de los genes por separado recuperaron un patron parecido
entre ellos (Anexo 6). Al analizarse en conjunto, ambos genes soportaron un crecimiento en el tamafio
poblacional de E. lemae en el periodo mas reciente de tiempo. Este incremento poblacional también se

sustentd con los resultados de la prueba Fs de Fu.

Como carecemos de edades de divergencia para escalar a tiempo real los datos de este andlisis, no es
posible asociar las diferencias en el tamafio poblacional con eventos historicos. Estudios similares con
otros insectos, han sugerido una expansion poblacional asociada a una dispersion a través del Eje
Neovolcanico Transversal (Zufiga et al., 2006; Anducho-Reyes et al., 2008; De-la-Mora et al., 2015).
En este caso es evidente que las montafias del Centro de México tienen un papel fundamental en la
distribucion de E. lemae, pero es importante complementar esta informacion (p. ej. con tiempos de

divergencia de éstas y otras poblaciones) para inferir como sucedio su expansion a través de ellas.

Por ultimo, es conveniente sefialar que E. lemae es una de las dos especies del género Emersonella que
estan presentes en la zona Neartica, ya que la mayoria tienen una distribucion Neotropical (Alvarenga et
al., 2015). Existen reportes sobre la presencia de E. lemae al norte y sur de México, por lo que seria
valioso incluir individuos de estas poblaciones para tener un panorama mas completo sobre la dispersién

y el crecimiento poblacional de esta especie.

VIIl. CONCLUSIONES

Este trabajo ayudd a comprender la biologia y la estructura genética poblacional del sistema tritrofico
Datura stramonium-Lema daturaphila-parasitoides (en especifico E. lemae). Los principales resultados
indican que la herbivoria y presencia de L. daturaphila inducen la liberacion de VOCs que podrian ser
usados por los parasitoides para localizar a su huésped. Asimismo, se encontro una alta diversidad
genética en el parasitoide E. lemae, se sugiere una alta dispersion entre sus poblaciones, pero también
una estructuracion filogeografica similar a la de L. daturaphila. Al igual que su insecto huésped, su
historia poblacional parece estar estrechamente relacionada con la orografia del centro de México,

especificamente con el Eje Neovolcanico Transversal. Para complementar estos resultados, es necesario
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probar directamente la atraccion de los parasitoides hacia los diferentes VOCs de D. stramonium, asi
como incluir otras poblaciones de E. lemae presentes a lo largo de México.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Semicuantificacion de los compuestos organicos volatiles en D. stramonium.

Cuadro Al. Anélisis de varianza para la semi cuantificacion de los diferentes compuestos liberados en funcion del

tratamiento. No se detectaron diferencias significativas entre ellos.

Rasgo Fuente de variacion  g.l. S.C. C.M. F p*
Tratamiento 7 1.425 0.2036

2-Hexenal, (E) 0.408  0.888
Error 24 11.073 0.4989
Tratamiento 7 1.095 0.1564

3-Hexen-1-ol, (2) 0.55 0.788
Error 24 6.823 0.2843
(S)-3-Ethyl-4- Tratamiento 5 0.03153 0.006305

0.277 0.913
methylpentanol Error 8 0.18201 0.022751
Tratamiento 7 1.269 0.1812

1-Hexanol, 2-ethyl 0.991  0.462
Error 23 4.207 0.1829
Tratamiento 7 0.415 0.05925

Nonanal 0.302 0.945
Error 21 4,125 0.19645
Tratamiento 2 50.01503 0.007515

Decanal 0.424 0.673
Error 6 0.10633 0.017721
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Figura Al. Diferencias en el &rea bajo la curva en funcidn del tratamiento, usando como covariable el tiempo de deteccion

en el GC-MS desde el inicio de la inyeccion.
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Anexo 2. Haplotipos de Emersonella lemae del gen Cyt-b de las poblaciones del centro de México.

>H1

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCCGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTCCAATGATTATGAGGAGGTT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTCTAG
TTATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATCAGGATCATCTAATCCAATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTCAATAAAGCTAATTCAATAATTACTCCTATTCA
TATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTACGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H2

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGAGGAT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGATTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTCTAG
TTATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCA
TATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H3

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGAGGGT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATCGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCGGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAT
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H4

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATCGGAAATCAAATCGTTCAATGATTATGAGGGGGAT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTTAACCGCTTTTATTCTTTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTCCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAATCCAATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAATCCATATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGACCCAGAAAATTTCAATAAAGCTAATTCAATAATTACTCCTATTCA
TATTCAGCCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H5

ACAGTTATTACAAACCTAGTATCTGCAATTCCATATATCGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGAGGAT

TTTCTGTAAACAATGCTACTCTTAATCGATTTTATTCTCTTCACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTTTAGT

TATTATTCATTTAACATTTCTCCATGAATTAGGATCCTCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCTGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCAATTCAT

ATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H6

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGAGGGT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGACCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAT
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGGTCAATCCCCAATAAACTAGG

>H7

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATTCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGAGGAT
TTTCTGTAAATAATGCTACTCTTAATCGATTTTATTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAGTTTTATTTTTAGT
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TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAACTAGGGTCATCAAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACTCCTATTCA
TATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTACGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H8

ACAGTTATTACAAACCTAGTATCTGCAATTCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGAGGAT
TTTCTGTAAACAATGCTACTCTTAATCGGTTTTATTCTCTTCACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTTTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCCTCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATTAACCCATATATCTTATCAGACCCTGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCAATTCAT
ATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATTTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H9

ACAGTTATTACAAACCTAGTATCTGCAATCCCATATATCGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGAGGAT
TTTCTGTAAACAATGCTACTCTTAATCGATTTTATTCTCTTCACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTTTAGT

TATTATTCATTTAACATTTCTCCATGAATTAGGATCCTCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT

CTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCTGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCAATTCAT

ATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H10

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCTTATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGGGGAT
TTTCTGTAAATAATGCTACTCTTAATCGATTCTATTCTCTTCACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTTTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAACTAGGATCTTCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TCCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGATATTATTGGCTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCCATTCAT
ATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H11

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATTCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGGGGAT
TTTCTGTAAATAATGCTACTCTTAATCGATTTTATTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAGTTTTATTTTTAAT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAACTAGGGTCATCAAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACTCCTATTCA
TATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTACGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H12

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGGAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGGGGAT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTCTAG
TTATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAACCCAATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCA
TATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGGTCAATTCCCAATAAACTAGG

>H13

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCCGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTCCAATGATTATGAGGAGGTT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTCTAG
TTATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAACTAGGATCATCTAATCCAATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATAAACCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTCAATAAAGCTAATTCAATAATTACTCCTATTCA
TATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H14
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ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGAGGGT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGTTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAT
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H15

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGAGGGT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGGTCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAC
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H16

ACAGTTATTACAAACCTAGTATCCGCAATTCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGAGGAT
TTTCTGTAAACAATGCTACTCTTAATCGATTTTATTCTCTTCACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTTTAGT

TATTATTCATTTAACATTTCTCCATGAATTAGGATCCTCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT

CTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCTGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCAATTCAT

ATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGGTCAATCCCCAATAAACTAGG

>H17

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGGGGGT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTCTAG
TTATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCA
TATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H18

ACAGTTATTACAAATTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGGGGGT
TCTCTGTAAATAATGCCACTCTTAATCGATTTTATTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAACTAGGATCATCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TCCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATTAATCCATATATCTTATCGGACCCTGAAAATTTCAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCCATTCAT
ATTCAACCAGAATGGTATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H19

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGGGGAT
TTTCTGTAAATAATGCTACTCTTAATCGATTTTATTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAGTTTTATTTTTAGT
AATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAACTAGGGTCATCAAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAA

ATTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCGGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACTCCTATTCA

TATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTACGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H20

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGAGGGT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTCCTAG
TTATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATCACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCA
TATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG
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>H21

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGGGGGT

TTTCTGTAAATAATGCCACTCTTAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGGTCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT

CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAC

ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H22

ACAGTTATTACAAATTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGGGGGT
TCTCTGTAAATAATGCCACTCTTAATCGATTTTATTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAACTAGGATCATCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TCCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCTGAAAATTTCAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCCATTCAT
ATTCAACCAGAATGGTATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H23

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCCGCAATCCCATATATTGGGAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGAGGGT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTACAATTTTATTTCTAG
TTATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAACCCGATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACTCCTATTCA
TATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H24

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGGGGGT
TTTCTGTAAATAATGCTACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAT
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H25

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATTCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGGGGGT
TTTCTGTAAATAATGCTACTCTTAATCGATTTTATTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAGTTTTATTTTTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAACTAGGGTCATCAAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACTCCTATTCA
TATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTACGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H26

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGAGGGT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTATAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGGTCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAT
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H27

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGGGGGT
TTTCTGTAAATAATGCTACTCTTAATCGATTTTATTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAGTTTTATTTTTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAACTAGGGTCATCAAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAA

ATTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
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TCTTTTATTAATCCATATATCTTATCAAACCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACTCCTATTCA
TATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTACGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H28

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGGGGGT
TTTCTGTAAATAATGCTACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAATCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCGGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAT
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H29

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGGAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGGGGGT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTCTAG
TTATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAACCCAATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACTCCTATTCA
TATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H30

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGAGGAT
TTTCTGTAAATAATGCTACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAT
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H31

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGGGGAT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGGTCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAC
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H32

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGAGGAT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAT
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H33

ACAGTTATTACAAACCTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGAGGAT
TTTCTGTAAACAATGCTACTCTTAATCGGTTTTATTCTCTTCACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTTTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCCTCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATTAACCCATATATCTTATCAGACCCTGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCAATTCAT
ATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATTTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H34
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ACAGTTATTACAAACTTAGTATCCGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTCCAATGATTATGAGGAGGTT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTCTAG
TTATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAATCCAATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTCAATAAAGCTAATTCAATAATTACTCCTATTCA
TATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTACGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H35

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATTCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGGGGGT
TTTCTGTAAATAATGCTACTCTTAATCGATTTTATTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAGTTTTATTTTTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAACTAGGGTCATCAAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACTCCTATTCA
TATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTACGCAATCTTACGGTCAATTCCCAATAAACTAGG

>H36

ACAGTTATTACAAATTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGGGGGT
TCTCTGTAAATAATGCCACTCTTAATCGATTTTATTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAACTAGGATCATCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TCCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCTGAAAATTTCAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCCATTCAT
ATTCAACCAGAATGGTATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGGTCAATCCCCAATAAACTAGG

>H37

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGAGGGT

TTTCTGTAAATAATGCCACTCTTAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT

CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAT
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H38

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGGGGGT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCTTCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAT
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H39

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCCTATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGAGGGT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGGTCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAT
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H40

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGAGGAT

TTTCTGTAAATAATGCCACTCTTAATCGATTTTATTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTTTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGGTCATCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT

CTTTTATTAATCCATATATCTTATCGAACCCGAAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAT

ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG
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>H41

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGAGGAT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGGTCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAT
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H42

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGGGGAT
TTTCTGTAAATAATGCTACTCTTAATCGATTTTATTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAGTTTTATTTTTAGT
AATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAACTAGGGTCATCAAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAA

ATTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACTCCTATTCA
TATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTACGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H43

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGGGGAT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAT
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H44

ACAGTTATTACAAACCTAGTATCTGCAATTCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAGTGATTATGAGGAGGAT
TTTCTGTAAACAATGCTACTCTTAATCGATTTTATTCTCTTCACTTTATTTTACCTTTTGCGATTTTATTTTTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCCTCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAACCCTTACTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCTGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCAATTCAT
ATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H45

ACAGTTATTACAAACCTAGTATCTGCAATTCCGTATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGAGGAT
TTTCTGTAAATAATGCTACTCTTAATCGATTTTATTCTCTTCACTTTATTCTACCTTTTATAATTTTATTTTTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTCCATGAATTAGGATCCTCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAACCCTTATTTTACAGTTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCTGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCAATTCAT
ATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H46

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGAGGAT
TTTCTGTAAATAATGCTACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAACCCTATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAAATCCGAAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCAT
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCAAATAAACTAGG

>H47

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGGAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGGGGAT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTCTAG
TTATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAACCCAATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
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TCTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCA
TATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H48

ACAGTAATCACAAATTTAGTCTCTGCAATTCCTTATATCGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGAGGGT
TTTCTGTAAATAATGCAACTCTTAACCGATTCTACTCCTTACATTTTATTTTACCTTTTATAATTTTATTTATAG
TTATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAGTTAGGATCCTCAAATCCTATAGGAATTAAAAGAAATTTCAATAAA
ATCCCATTTAATCCATACTTTATAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTTCAATTTTATTATTAATT
TCTTTTATAAATCCTTACATTTTATCAGACCCAGAAAACTTCAATAAAGCCAACTCTATAATCACCCCAATTCA
CATTCAACCTGAGTGATATTTTCTATTTGCATATGCTATTTTACGGTCAATTCCAAATAAACTAGG

>H49

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGGAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGGGGTT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTCTAG
TTATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAACCCAATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCTATTCA
TATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H50

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGGGGGT

TCTCTGTAAATAATGCTACTCTTAATCGATTTTATTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAACTAGGATCATCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TCCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT

CTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCTGAAAATTTCAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCCATTCAT

ATTCAACCAGAATGGTATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H51

ACAGTTATTACAAATTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGGGGGT
TCTCTGTAAATAATGCCACTCTTAATCGATTTTATTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAACTAGGATCATCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TCTCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCTGAAAATTTCAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCCATTCAT
ATTCAACCAGAATGGTATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H52

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGAGGGT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTTAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGGTCATCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TTCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCCATTCAC
ATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H53

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCCGCAATCCCATATATTGGAAATCAAATTGTCCAATGATTATGAGGGGGTT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTAAATCGCTTTTACTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTCTAG
TTATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAATCCAATAGGAGTTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAACCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATAAACCCATATATCTTATCAGATCCAGAAAATTTCAATAAAGCTAATTCAATAATTACTCCTATTCA
TATTCAACCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATCCCCAATAAACTAGG

>H54
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ACAGTTATTACAAATTTAGTATCTGCAATTCCATATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGAGGAGGAT
TCTCTGTGAATAATGCCACTCTTAATCGATTTTATTCTCTACACTTTATTTTACCTTTTGCAATTTTATTTATAG
TTATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAAATAGGATCATCTAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATCCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATCCTATTATTAATT
TCTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCTGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACTCCTATTCA
TATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H55

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCTTATATTGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGGGGGT
TTTCTGTAAATAATGCTACTCTTAATCGATTCTATTCTCTTCACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTTTTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAACTAGGATCTTCTAATCCTATGGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAAA
TCCCATTTAATCCTTATTTTACAATTAAAGATATTATTGGCTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATTT
CTTTTATTAATCCATATATCTTATCAGACCCAGAAAATTTTAATAAAGCTAATTCAATAATTACCCCCATTCAT
ATTCAACCAGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

>H56

ACAGTAATCACAAATTTAGTCTCTGCAATTCCTTATATCGGAAATCAAATTGTTCAATGATTATGGGGAGGGT
TTTCTGTAAATAATGCAACTCTTAACCGATTCTACTCCTTACATTTTATTTTACCTTTTATAATTTTATTTATAA
TTATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCCTCGAATCCTATAGGAATTAGAAGAAATTTCAATAAA
ATTCCATTTAACCCGTACTTTATAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTTCAATTTTATTATTAATT
TCTTTTATAAATCCTTATATTTTATCAGACCCAGAAAACTTTAATAAAGCCAACTCTATAATTACCCCTATTCA
CATTCAACCTGAATGATATTTTCTATTTGCATATGCTATTTTACGATCAATTCCAAATAAACTAGG

>H57

ACAGTTATTACAAACTTAGTATCTGCAATCCCATATATCGGAAATCAAATCGTTCAATGATTATGAGGGGGAT
TTTCTGTAAATAATGCCACTCTTAACCGCTTTTATTCTTTACACTTTATTTTACCTTTTGTAATTTTATTCCTAGT
TATTATTCATTTAACATTTCTTCATGAATTAGGATCATCTAATCCAATAGGAATTAGAAGAAATTTTAATAAA
ATTCCATTTAATCCATATTTTACAATTAAAGACATTATTGGTTTTATTATAATAATTACAATTCTATTATTAATT
TCTTTTATAAATCCATATATCTTATCAGACCCGGAAAATTTCAATAAAGCTAATTCAATAATTACTCCTATTCA
TATTCAGCCTGAATGATATTTTTTATTTGCTTATGCAATCTTACGATCAATTCCCAATAAACTAGG

Anexo 3. Haplotipos de Emersonella lemae del gen COI de las poblaciones del centro de México.

>H1

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCCGTAATAATAGGGGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGGACGGGGACAGGTTGAACTGTGTATCCCCCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCCGGACCTTCGGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTGCATATTGCAGGTGCCAGATCAATTATAG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATTCCATTATTTGCTTGAT
CAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H2

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCCGTAATAATAGGGGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGGATATTTATTGGATCTGGAACTGGGACAGGTTGAACTGTATACCCCCCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATG
GGTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATCCCATTATTTGCTTG
ATCAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H3
CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCCGTAATAATAGGGGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
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TTTATTAATTTCTAGGATATTTATTGGATCTGGGACTGGGACAGGTTGAACTGTATATCCCCCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTAAAATTATTCCATTATTTGCTTGAT
CAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H4

CATGCTTTTGTTATAATTTTTTTTTTTGTAATACCTGTGATAATAGGTGGATTTGGAAATTTTTTAATTCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGATTATTACCACCTAGGATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATGTTTATTGGATCCGGGACTGGGACAGGTTGAACTGTATATCCACCTTTATCTTCAA
ATTTATCTCATGCTGGTCCTTCCGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCTAGGTCAATTATAG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATTCCATTATTTGCCTGA

TCAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H5

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGGGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGACATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGATTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTATACCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATCACCACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATCCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H6

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTGATAATAGGAGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCTCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGGACTGGAACAGGTTGAACTGTATATCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATCCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H7

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGAGGATTTGGAAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTCTGGTTATTACCTCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGGATATTTATTGGATCTGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTATATCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATA
GGTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATTCCATTATTTGCTTG
GTCAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H8

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGAGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATCAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGGTCTGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTATACCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGTCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCGAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACCACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTAAAATTATTCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H9

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTGATAATAGGGGGATTTGGGAATTTTTTAATTCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCCGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTATATCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTAAAATTATCCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H10
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CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCCGTGATAATAGGAGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGACATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCTCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTATACCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTAAAATTATTCCATTATTTGCTTGGT
CAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H11

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGAGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATCAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGGTCTGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTATACCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGTCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCGAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACCACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATTCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H12

CATGCTTTTGTGATAATTTTTTTTTTTGTAATACCAGTGATAATAGGTGGATTTGGGAATTTTTTAATTCCTATA
TTTTTAGGGGTACCAGATATAGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGATTATTACCACCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGGACTGGTACAGGTTGAACTGTATATCCTCCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCAGGACCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCTAGATCAATTATAG
GTTCAATTAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATCCCATTATTTGCTTGA
TCAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H13

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTGATAATAGGGGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGGACTGGAACAGGTTGAACTGTATATCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGTCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATTCCATTATTTGCTTGAT
CAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H14

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGGGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGACATAGCTTTTCCCCGAATAAATAATATAAGGTTTTGATTATTACCTCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTATACCCACCTCTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATCACCACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATTCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H15

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCCGTAATAATAGGGGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGGATATTTATTGGATCTGGGACTGGGACAGGTTGAACTGTATATCCCCCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATTCCATTATTTGCTTGAT
CAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H16

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGAGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCCCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGGTCTGGAACTGGGACAGGTTGAACTGTATACCCACCTTTATCTTCAA
ATTTATCTCATGCTGGTCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTAAAATTATCCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA
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>H17

CATGCTTTTGTAATAA-TTTTTTTTTTGTTATACCCGTAATAATAGGGGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGGATATTTATTGGATCTGGGACTGGGACAGGTTGAACTGTATATCCCCCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATTCCATTATTTGCTTGAT
CAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H18

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGGGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCTCCTAGAATCAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGGTCTGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTATACCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCGAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACCACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATCCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H19

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTGATAATAGGAGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGGACTGGAACAGGTTGGACTGTATATCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATCCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H20

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTAATACCTGTGATAATAGGGGGATTTGGAAACTTTTTAATCCCAAT
ATTTTTAGGTGTACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCTCCTAGAATTA
CTTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGGACGGGGACAGGTTGAACTGTGTACCCACCTTTATCTTCA
AATTTGTCTCATGCTGGACCCTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCCAGATCAATTATA
GGTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATCAAAATTATCCCATTATTTGCTTG
ATCAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H21

CATGCTTTTGTGATAATTTTTTTTTTTGTAATACCAGTGATAATAGGAGGATTTGGGAATTTTTTAATTCCTATA
TTTTTAGGGGTACCAGATATAGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGATTATTACCACCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGGACTGGTACAGGTTGAACTGTATATCCTCCATTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCAGGACCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTGCATATTGCAGGTGCTAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTAAAATTATTCCATTATTTGCTTGAT
CAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H22

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGGGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGACATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGATTATTACCTCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTATACCCACCTCTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGTCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATCACCACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATTCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H23

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTAATACCTGTGATAATAGGGGGATTTGGAAACTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTACCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCTCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGGACGGGGACAGGTTGAACTGTGTACCCGCCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGACCCTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATCGCAGGTGCCAGATCAATTATA
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GGTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATCAAAATTATCCCATTATTTGCTTG
GTCAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H24

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCCGTAATAATAGGGGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGGATATTTATTGGATCTGGGACTGGGACAGGTTGAACTGTATATCCCCCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATCCCATTATTTGCTTGA
TCAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H25

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGAGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATCAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGGTCTGGAACTGGGACAGGTTGAACTGTATATCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTTTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCGAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACCACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATCCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H26

CATGCTTTTGTGATAATTTTTTTTTTTGTAATACCAGTGATAATAGGTGGATTTGGGAATTTTTTAATTCCTATA
TTTTTAGGGGTACCAGATATAGCTTTCCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGATTATTACCACCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGGACTGGTACAGGTTGAACTGTATATCCTCCCTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCAGGACCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCTAGATCAATTATAG
GTTCAATTAATTTTATTACAACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATCCCATTATTTGCTTGA
TCAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H27

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGAGGATTTGGAAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATCAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGGTCTGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTATACCCCCCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCGAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACCACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATCCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H28

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGAGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCCCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGGTCTGGAACTGGGACAGGTTGAACTGTATATCCACCTTTATCTTCAA
ATTTATCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATCCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H29

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGAGGATTTGGTAATTTTTTAATTCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTGCCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGGTCTGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTATACCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGTCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCGAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACCACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATCCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H30
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CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTGATAATAGGAGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGACATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCTCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTATACCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGTCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTAAAATTATTCCATTATTTGCTTGGT
CAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H31

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGGGGATTTGGAAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCTCCTAAAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGAACGGGAACAGGTTGAACTGTATACCCCCCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGACCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCCAGATCAATTATAG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATCAAAATTATCCCATTATTTGCTTGA
TCAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H32

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTAATACCTGTGATAATAGGAGGATTTGGAAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGGACGGGGACAGGTTGAACTGTGTATCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCCGGCCCCTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCCAGATCAATTATAG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTAAAATTATCCCATTATTTGCTTGA
TCAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H33

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGGGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTCTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGGATATTTATTGGATCTGGAACTGGGACAGGTTGAACTGTATATCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCCGGCCCTTCAGTTGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATA
GGTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTAAAATTATTCCATTATTTGCTTG
ATCAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H34

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTAATACCTGTAATAATAGGTGGATTTGGAAATTTTTTAATTCCTATA
TTTTTAGGGGTTCCTGATATAGCTTTTCCCCGAATAAATAATATAAGGTTTTGATTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGGACTGGAACAGGTTGAACTGTATATCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCCGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATCGCAGGTGCTAGATCAATTATAG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATTCCATTATTTGCTTGAT
CAATATTATTAACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H35

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGGGGATTTGGAAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTCCCCCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTATACCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATTCCATTATTTGCTTGGT
CAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H36

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTGATAATAGGAGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGGACTGGAACAGGTTGAACTGTATATCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGTCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTACCCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA
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>H37

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTCGTTATACCTGTGATAATAGGGGGATTTGGGAATTTTTTAATTCCAATA
TTTTTAGGGGTTCCTGATATAGCTTTTCCACGAATAAATAATATAAGATTTTGATTATTACCTCCAAGAATTAC
ATTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGTTCTGGTTCTGGCACTGGATGGACAGTATATCCTCCTTTGTCATCAA
ATTTATCACATGCTGGTCCATCAGTTGATTTATCAATTTTTTCATTACATATTGCTGGGGCAAGATCGATTATA
GGTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTGTTTAAAATTGAAATTATTCCATTATTTGCTTG
GTCTATGTTATTAACTGCAATTTTGTTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H38

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGGGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTCTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGGATATTTATTGGATCTGGAACTGGGACAGGTTGAACTGTATATCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGTCCTTCAGTTGATTTATCAATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATAG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTAAAATTATTCCATTATTTGCTTGGT
CAATATTATTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H39

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTGATAATAGGAGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGGACTGGAACAGGTTGAACTGTATATCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGTCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACTACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTAAAATTATCCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H40

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGAGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATCAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGGTCTGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTATACCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCGAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACCACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATCCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H41

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGGGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGACATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGATTATTACCTCCTAGAATTAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGATCTGGAACTGGAACAGGTTGAACTGTATACCCACCTCTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCAAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATCACCACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATTCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA

>H42

CATGCTTTTGTAATAATTTTTTTTTTTGTTATACCTGTAATAATAGGAGGATTTGGGAATTTTTTAATCCCTATA
TTTTTAGGTGTTCCTGATATAGCTTTTCCTCGAATAAATAATATAAGGTTTTGGTTATTACCCCCTAGAATCAC
TTTATTAATTTCTAGAATATTTATTGGGTCTGGAACCGGAACAGGTTGAACTGTATACCCACCTTTATCTTCAA
ATTTGTCTCATGCTGGCCCTTCAGTTGATTTATCTATTTTTTCTTTACATATTGCAGGTGCGAGATCAATTATGG
GTTCAATTAATTTTATTACCACAATTTTAAATATAAAATTATTTAAAATTGAAATTATCCCATTATTTGCTTGG
TCAATATTGTTGACTGCAATTTTATTATTATTATCATTACCTGTGTTA
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Anexo 4. Valores de Fst entre poblaciones de Emersonella lemae correspondientes al gen Cyt-b.

Poblacion Ber Dol Ped Pro Tlax Req San Teo Tex Tol Tzin Val
Bernal -

Dolores 0.0896 -

Pedregal -0.019 -0.006 -

Progreso 0.1334 0.0679 -0.045 -

Tlaxiaca 0.1333 0.0632 0.0875 0.1760 -

Requena 0.0164 0.005 -0.060 -0.047 0.1459 -

San Martin 1 -0.297 -0.357 -0.267 -0.019 -0.323 -

Teotihuacdn | 0.2994 0.0876 -0.002 0.0424 0.2314 0.0344 -0.291 -

Texcoco 0.0727 0.0212 -0.044 -0.044 0.1483 -0.029 -0.162 0.0893 -

Toluca 0.8181 0.2203 0.1602 0.2360 0.4373 0.1891 0.6 0.2560 0.2720 -

Tzintzuntzan | -0.168 0.0169 -0.047 -0.018 0.0775 -0.046 -0.456 0.0175 0.0039 0.1712 -
Valsequillo 0.2554 0.1177 0.2078 0.2501 0.2952 0.1921 -0.028 0.2928 0.2487 0.3894 0.1508 -

Anexo 5. Valores de Fst entre poblaciones de Emersonella lemae correspondientes al gen COI.

Poblacion Dol Ped Pro Req San Teo Tex Tlax Tol Tzin Val
Dolores -

Pedregal 0.2601 -

Progreso -0.024  0.0540 -

Requena -0.047  0.0913 -0.048 -

San Martin 0.3877  -0.149 0.0535 -0.042 -
Teotihuacén 0.4 -0.048 0.1053 0.0922 -0.333 -

Texcoco 0.0228  0.0360 -0.031 0.0129 0.0982 0.1535 -

Tlaxiaca 0.4392  0.0497 0.0066  0.0380 1 0.5454 0.0558 -

Toluca 0.2307 -0.201 -0.183 -0.158 1 -0.052 -0.158 1 -

Tzintzuntzan | 0.1386  -0.057 0.0277  0.0224 -0.297 -0.120 0.0389 -0.058  -0.355 -
Valsequillo 0.7916  0.5510 0.5419  0.4672 1 0.8578 0.5459 1 1 0.4548 -
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Anexo 6. Graficos de Skyline bayesiano representando la trayectoria demogréfica de Emersonella lemae

para Cyt-b (A) y COI (B).
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Anexo 7. Pruebas de neutralidad para Cyt-b y COI de Emersonella lemae a nivel poblacional.

Cyt-b Col
Poblacion

D de Tajima Fs de Fu D de Tajima Fs de Fu
Pedregal 0.32768 -0.84038 0.04114 -0.11700
Teotihuacan -0.54105 2.67925 0 2.30259

Tlaxiaca 2.29133 7.09022 0 0

Valsequillo -0.45139 6.35097 0 0
Texcoco 0.83076 -0.08533 0.39175 -0.15360
Tzintzuntzan -0.37325 -1.44451 -0.48164 -1.33055

Bernal 0 0 - -
Requena 0.48636 -2.87546 0.77684 0.61088
Progreso 0.99644 -0.32964 -0.05696 -1.12728
Dolores 0.79730 0.13005 0 1.13943

Toluca -0.79684 2.59805 0 0

San Martin 0 0 0 0
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