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Especializacion trofica de dos morfoespecies de
Chloridea virescens (Fabricius, 1777) en el cultivo de
tabaco negro en Pinar del Rio, Cuba
(Lepidoptera: Noctuidae, Heliothinae)

F. L. Rodriguez-Espinosa, Y. Santana-Bafos, J. Pacheco-Escobar,
M. A. Martinez-Rivero, I. G. Lopez-Muraira & J. F. Gomez-Leyva

Resumen

Mediante la identificacién taxonémica integrativa se describen dos morfoespecies del género Chloridea Dun-
can [& Westwood], 1841 que afectan al tabaco negro en la provincia de Pinar del Rio, Cuba. Se recolectaron larvas
de ultimo instar en dos poblaciones con diferente habito alimenticio: la primera afectando la yema terminal del tallo
y la segunda a los 6rganos reproductivos del tabaco. Las larvas fueron caracterizadas por la coloracion y ornamenta-
cién cuticular, asi como por 11 caracteres morfoldgicos de la quetotaxia. La confirmacion de la taxonomia molecular
se realiz6 mediante secuenciacion del gen mitocondrial de la citocromo oxidasa I (mtCOIl), identificando a Chlori-
dea virescens (Fabricius, 1777) como tnica especie para ambas poblaciones, con variabilidad morfolégica y diver-
gencia genética asociadas al nicho tréfico, sugiriendo una especiacién simpétrica.

PALABRAS CLAVES: Lepidoptera, Noctuidae, Heliothinae, taxonomia, variabilidad morfolégica, gen COI, Cuba.

Trophic specialization of two morphospecies Chloridea virescens (Fabricius, 1777)
in the dark tobacco crop in Pinar del Rio, Cuba
(Lepidoptera: Noctuidae, Heliothinae)

Abstract

Through integrative taxonomic identification, two morphospecies of the genus Chloridea Duncan [&
Westwood], 1841, that affect black tobacco in the province of Pinar del Rio, Cuba, are described. Last instar larvae
were collected in two populations with different eating habits: the first affecting the terminal bud of the stem and the
second affecting the reproductive organs of tobacco. The larvae were characterized by cuticular coloration and
ornamentation, as well as by 11 morphological characters of chaetotaxy. The confirmation of the molecular
taxonomy was carried out by sequencing the mitochondrial gene for cytochrome oxidase I (mtCOI), identifying
Chloridea virescens (Fabricius, 1777) as the only species for both populations, with morphological variability and
genetic divergence associated with the trophic niche, suggesting a sympatric speciation.

KEY WORDS: Lepidoptera, Noctuidae, Heliothinae, taxonomy, morphological variability, genetic variability, gen
COlI, Cuba.

Introduccion

El tabaco (Nicotiana tabacum L.), es una planta herbicea y perenne, de la familia de las solanéce-
as, nativa de América tropical y de cuyas hojas se produce la mayor parte del tabaco que se consume en
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el mundo. La industria tabacalera en Cuba representa uno de los principales rubros econémicos por la
calidad de exportacién de sus productos (CORTES et al., 2019). Por lo anterior, resulta de interés man-
tener el incremento en el rendimiento de este cultivo, el cual se ve afectado por numerosas plagas in-
sectiles, entre los que destaca C. virescens (Fabricius, 1777) como gusano cogollero del tabaco y plaga
clave de este cultivo, provocando importantes dafios, en la calidad de las hojas cosechadas y demuestra
un dificil control. Recientemente, se evidenciaron cambios en los parametros bioldgicos de dos pobla-
ciones de esta especie, sobre el tabaco negro, los cuales estuvieron condicionados por un compartimen-
to de ambas poblaciones por el nicho tréfico (RODRIGUEZ et al., 2018).

Para Cuba el género Chloridea Duncan [& Westwood], 1841 estd representado por Chloridea vi-
rescens (Fabricius, 1777), Chloridea subflexa (Guenée, 1852) y Chloridea tergemina (Felder & Rogen-
hofer, 1874) (RIVAS & MARTINEZ, 2015). Sin embargo, solo las especies C. virescens 'y C. tergemina
estdn presentes en tabaco, de las trece especies que actualmente componen este género (POGUE,
2013). Sin embargo, presentan caracteristicas morfoldgicas similares que dificultan su identificacion ta-
xondmica en el estado larval.

La manera correcta para la clasificacion de las tres especies, se describen en las claves de HALL-
MAN (1978), la cual se basa en la morfologia de la larva, del disefio alar y de los genitales del macho.
Segun este autor, en el dltimo estadio larval, el tnico cardcter morfolégico radica en los tubérculos dor-
sales de los segmentos abdominales uno y dos (A, y A,), que son por lo menos 2,5 veces mds altos que
los tubérculos dorsales de los segmentos vecinos en C. fergemina y de igual tamafio en C. virescens y
C. subflexa. Estas dos ultimas se diferencian por la presencia de microespinas en la base de los tubércu-
los dorsales del octavo segmento abdominal (Ag) en C. virescens, que estdn ausentes en C. subflexa; por
lo que estas dos especies son semejantes en todas sus fases de desarrollo lo que dificulta su correcta
identificacién, sobre todo si se encuentran sobre un mismo hospedante (HALLMAN, 1978; POGUE,
2013). No obstante, C. subflexa es conocida como especialista de plantas del género Physalis (OPPEN-
HEIM et al., 2017), la cual comparte el 99 % de similitud genética con C. virescens (CHO et al., 2008);
mientras que C. fergemina es poco conocida y con distribucién en América del Sur en plantas de la fa-
milia Solanaceae (POGUE, 2013).

Cuando se estudian organismos con morfologia similar y pobres en caracteres morfolégicos para
la identificacidn, la clasificacién taxonémica puede ser dificil. Ante esta situacion, en los tltimos afios
se propone la taxonomia integrativa como un nuevo enfoque y un concepto mas riguroso para la deli-
mitacién de poblaciones y especies, con la utilizacién combinada de datos morfolégicos, bioldgicos,
ecolégicos, etolégicos y moleculares, entre otros (DINCA er al., 2011).

El objetivo del presente trabajo fue realizar un andlisis de los caracteres morfolégicos en dos po-
blaciones de larvas del género Chloridea de tltimo instar con diferentes habitos alimenticios que afec-
tan al tabaco negro cultivado en la provincia de Pinar del Rio, Cuba, asi como el andlisis de las secuen-
cias para el gen de la citocromo oxidasa I (mtCOI) para la identificacién taxondmica.

Materiales y métodos

Se recolectaron 246 larvas de ultimo instar de plantas de tabaco del cultivar (Habana-92) del mu-
nicipio San Juan y Martinez (N22° 17° 3,84”, W83° 50” 9,096”) de la provincia de Pinar del Rio en
muestreos desarrollados, a través del método de “recorrido itinerante” y se trasladaron al Laboratorio
de Entomologia de la Universidad de Pinar del Rio. Estas se colocaron individualmente en envases de
cristal con aireacion y se coloc alimento de la zona de la planta donde se recolect6 para su alimenta-
cion.

Caracterizacion morfolégica de larvas de ultimo estado
Las larvas se separaron en dos grupos: Grupo A, presentes en hojas del cogollo; Grupo B, pre-

sentes en los 6rganos reproductivos (flores y frutos). Luego se individualizaron para su descripcion
empleando caracteres como la coloracion general de la cuticula; presencia y coloracién de las lineas
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dorsales, subdorsales y laterales, asi como la forma, coloracion y diferencias en la altura de los tubér-
culos dorsales (base de las setas, fundamentalmente en los segmentos abdominales uno, dos y ocho)
para lo cual se emplearon las claves o descriptores sefialados por HALLMAN (1978), GILLIGAN &
PASSOA (2014) y RIVAS & MARTINEZ (2015).

Para la descripcién se utilizaron 179 larvas provenientes de cogollo y 67 de las estructuras re-
productivas de plantas de tabaco. Se extrajo el complejo hipofaringeal y las mandibulas de la cabeza,
mientras que para la quetotaxia larval se sigui6 la terminologia de Chloridea virescens descrita por
GILLIGAN & PASSOA (2014). Todas las observaciones morfoldgicas, patrones de coloracién, me-
didas y fotografias de macro y microestructuras se registraron con microscopio estereoscopio marca
Zeiss Modelo DV20. Se describieron 11 caracteres morfolégicos: diente interno mandibular (1- Pre-
sente; 2- ausente); complejo hipofaringeal (1- espinoso en la regién distal; 2- liso dorsalmente); for-
ma de la base de la seta D, en segmento A (1- Chalaza; 2- Pinacula); forma de la base de la seta D,
en segmentos A, y A, (1- Chalaza; 2- Pinacula); altura de la base en la seta D, respecto a la D, en
segmentos A, y A, (1- Mayor; 2- Igual); microespinas en la seta D, en segmento Ag (1- Presentes; 2-
ausentes); microespinas en la setas D, en segmentos A, y A, (1- Presente; 2- ausente); posicion de la
seta L, de acuerdo a linea imaginaria que pasa por la mitad del espirdculo en el segmento A, (1- de-
bajo; 2- en el centro); forma de la base de la seta SD, en los segmentos abdominales (1- en forma de
chalaza; 2- en forma de pindcula); conexién por microespinas de la seta SD, y L, (1- conectadas; 2-
no conectadas); CM-11: Franjas subdorsales (1- presentes; 2- ausentes).

Se empled discriminante candnico para determinar las variables (caracteres morfolégicos) que
permiten la diferenciacion de los grupos morfolégicos formados. Se construyeron tablas de contin-
gencia para conocer el nimero de individuos que cumplen cada criterio de medida con el propdsito
de caracterizarlos y compararlos con las claves disponibles. Los andlisis estadisticos se realizaron
con el paquete estadistico INFOSTAT (2016).

Caracterizacion molecular mediante el gen mtCOI

Se escogieron ocho muestras por grupo (cinco yema apical y tres de los 6rganos reproductivos),
las que se depositaron individualmente en tubo de ensayo con etanol al 75 %. La extraccién del DNA
gendmico se realiz6 empleando el método de DOYLE & DOYLE (1990). La amplificacién del gen
de la citocromo oxidasa que codifica la subunidad I del DNA mitocondrial (mtCOI) se realizé em-
pleando los cebadores HCO2198 (5’-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3’) y LCO1490
(5’-GGTCAACAAATCATA-AAGATATTGG-3’) descritos por FOLMER ert al. (1994). Todas las re-
acciones de PCR se realizaron en volumen final de 25 pl que contienen, 1.5 mM MgCl,, 0.2 mM de
cada dNTP’s, 10 pM de cada cebador; 0.2 U de Taqg DNA Polimerasa y 100 ng de DNA genémico.

Las condiciones de PCR fueron: desnaturalizacién de 5 min a 95°C, seguido por 40 ciclos (1
min a 95°C de desnaturalizacién, 1 min a 60°C de alineacién, 1 min a 72°C de extensién) y un dltimo
ciclo de 5 min a 72°C de extension. Los programas de amplificacién se efectuaron en un Termocicla-
dor programable (SelectCycler: MultiGene™ Mini Personal Thermal Cycler). Los productos amplifi-
cados se visualizaron en gel de agarosa en SB (Borato de sodio 10 mM) al 1,8 % y se purificaron si-
guiendo el protocolo Kit PureLink® (Invitrogen™), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Los electroferogramas obtenidos con los productos de PCR fueron analizados empleando el progra-
ma BioEdit 7.0.5.3 y las secuencias generadas fueron comparadas mediante la herramienta BLASTn
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). Los nucleétidos obtenidos se ensamblaron y alinearon usando el pro-
grama CLUSTAL W (THOMPSON et al., 1994), con accesiones de C. virescens y tres secuencias
como grupos extras: dos disponibles en el GeneBank (C. subflexa y Spodoptera frugiperda (Smith,
1797)) y una disponible en el laboratorio y recolectada sobre tomatillo (Physalis philadelphica). (C.
subflexa). Se calcul6 la matriz de las distancias evolutivas por el método de Pairwise y se realizé un
andlisis filogenético mediante el método Maxima Verosimilitud, usando el modelo de Kimura dos
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pardmetros, que generé un dendrograma con un soporte de topologia interna por andlisis de re-mues-
treo de 1.000 réplicas (bootstrap) empleando software MEGA 6 (TAMURA et al., 2013).

Resultados y discusion
CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LARVAS DE ULTIMO INSTAR

Las larvas presentaron diferencias fenotipicas de acuerdo con el érgano de la planta donde se re-
colectaron: grupo A proveniente yema apical: Larvas de color verde claro con tonalidades amarillen-
tas en la regién abdominal. Se distinguen con facilidad los segmentos abdominales, los que poseen
una franja espiracular blanquecina o amarillenta; los tubérculos dorsales (base de las setas) D, en la
region abdominal, son de mayor altura que D, en A,y A,.

Grupo B colectadas en flores y fruto: La coloracién general de la cuticula puede ser verde, par-
da, grisdcea o castafa. En las larvas se distinguen dos puntos negros u oscuros en el dorso de los seg-
mentos A, A, y A, que coinciden con la base de la seta D, los que son de mayor altura respecto a la
base de la seta D,. Presentan dos lineas de color oscuro o castafio en la regiéon subdorsal a ambos la-
dos del cuerpo y banda espiracular de coloracién blanquecina.

La caracterizacidn a priori de las larvas, segtin su ubicacién en la planta, aporté elementos bdsi-
cos para el diagndstico presuntivo al nivel de campo. Se observé una diversidad mayor variabilidad
en la coloracién general de la cuticula no descritas anteriormente eportadas para C. virescens en Cu-
ba sobre tabaco (MENDEZ, 2003) y sobre hojas de garbanzo (PEREZ & SURIS, 2012), en las zonas
central y oriental de Cuba.

Independiente al 6rgano de la planta, se evidencié que la altura de la seta de D, era superior en
la base en D, en los segmentos abdominales A, y A,, ambas en forma de chalaza y mds elevadas que
las del resto de los segmentos abdominales. Este es el tinico cardcter morfolégico utilizado por
HALLMAN (1978) en Colombia para clasificar a C. tergemina y C. virescens en tabaco.

El andlisis discriminante mostr6 que 10 caracteres morfoldgicos, de los 11 descritos en la queto-
taxia, resultaron significativos con valores de p > 0,0001 y permitieron discriminar los especimenes
agrupados en los dos grupos. Solo, la posiciéon que ocupa la seta L, en relacién con una linea hori-
zontal imaginaria trazada por el centro del espirdculo en el segmento A,, no fue significativa con un
valor de un valor de p > 0.0001 (Tabla 1).

Tabla 1.- Significancia de los caracteres morfoldgicos descritos en la quetotaxia.

Caracteres morfolégicos F p-valor
Diente interno mandibular 34.83 <0.0001
Complejo hipofaringeal 28.81 <0.0001
Forma de la base de la seta D1 en A8 26.72 <0.0001
Forma de la base de las setas D1 en los segmentos Al y A2 abdominal 23.75 <0.0001
Altura de la base de la seta D1 respecto a la de D2 en los segmentos Al y A2 13.29 <0.0001
Microespinas en la base de las setas D1 en A8 21.25 <0.0001
Microespinas en la base de las setas D1 en los segmentos Al y A2 11.22 <0.0001
Posicion de la seta L1 respecto a una linea imaginaria que pasa por el centro del 1.83 0.1456
espirdculo en A4

Forma de las setas SD1 en los segmentos abdominales 15.31 <0.0001
Conexion de las setas SD1y L1 por microespinas 15.99 <0.0001
Franjas subdorsales 27.51 <0,0001

La funcién discriminante indicé la importancia de la clasificacion a priori de las larvas en grupos
y por 6rgano de la planta donde se recolectd, con una tasa del 0 % de error aparente; lo que confirma la
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importancia de las variables utilizadas en la separacién de los individuos. Este andlisis permiti6 la re-
clasificacion de las larvas de tltimo instar (L6) en cada grupo, segtin su ubicacién inicial, como resulta-
do de la caracterizacion a priori (Tabla 2).

Tabla 2.— Clasificacion de las larvas de tltimo instar (L6) por grupo.

Grupo A B Total | Error (%)
A 179 0 179 0
B 0 67 67 0
Total 179 67 246 0

Franja subdorsal oscura (ausente) |

Figura 1.— Representacion de las setas y segmentos abdominales de una larva del Grupo A: A. segmentos Al y
A2, B. segmentos A8; C. segmentos A4, Setas, dorsales (D1 y D2), subdorsales (SD1), laterales (L1).
Representacion de las setas y segmentos abdominales de una larva del Grupo B: D. segmentos Al y A2, E.
segmentos A8, F. segmentos A4: Setas, dorsales (D1 y D2), subdorsales (SD1), laterales (L1 y L2).

Por lo tanto, todos los individuos agrupados en el Grupo A fueron semejantes en el 90 % de los
caracteres morfolégicos evaluados, al igual que lo fueron los del Grupo B, pero en el 100 % de los
10 caracteres que resultaron significativos en el andlisis de discriminante. No obstante, los indivi-
duos de estos dos grupos fueron diferentes en cinco de estos caracteres (50 %) lo que destaca la vali-
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dez de las variables seleccionadas para discriminar entre larvas sobre tabaco y sugirié la posibilidad
de dos posibles especies. Sin embargo, en el resto de los caracteres sus especimenes fueron similares
e indicd, que los individuos que se agrupan en A y B estdn relacionados. Los principales caracteres
morfoldgicos que separan a las larvas de estos en dos grupos fueron:

Grupo A: la base de la seta D, en los segmentos A,, A, y A, tiene forma de Chalaza, sin presen-
cia de microespinas, que puede llegar a ser de mayor tamafio respecto a la base de la seta D, en estos
segmentos, para el 80 % de las larvas (Figura 1A, B); ademds, la seta SD, tiene la base en forma de
pindcula y no se conecta con la seta L, en los segmentos abdominales (Figura 1 C); no presentan una
franja oscura en la parte subdorsal a ambos lados del cuerpo.

Grupo B: la base de la seta D, en los segmento A, A, y A es fuertemente cénica en forma de
chalaza, que estd cubierta totalmente con microespinas y es evidente la diferencia entre la altura de la
base de las setas D, y D,, en estos tres segmentos, que llega a ser mds de dos veces el tamafio en D,
respecto a D, (Figura 2A, B); la base de la seta SD, es una chalaza esclerosada que se conecta a tra-
vés de microespinas con la base de la seta L, desde A; hasta A, (Figura 2C); se observa una franja os-
cura en la regién subdorsal a ambos lados del cuerpo.

POGUE (2013) y GILLIGAN & PASSOA (2014) describieron a C. virescens con la base de la
seta dorsal D, fuertemente cénica en forma de chalaza y cubierta por microespinas pequefias en los
segmentos A, A, y Ag, lo cual coincide solo con el Grupo B, el cual también se corresponde con lar-
vas recolectadas en los 6rganos reproductivos.

Por tanto, qued6 una interrogante: ;las larvas agrupadas en el Grupo A, se clasifican como C.
tergemina u otra especie?, pues HALLMAN (1978), no hace referencia a la presencia o no de micro-
espinas en esta especie; aunque si sefiala que en el octavo segmento abdominal estdn desprovistas de
estas en C. subflexa, la cual es especialista de plantas del género Physalis (OPPENHEIM et al.,
2017). Por las consideraciones anteriores, se procedid a integrar estos resultados con estudios mole-
culares, al no contar con suficientes criterios morfolégicos, para establecer una correcta clasificacion
de las larvas del Grupo A y confirmar si las larvas del Grupo B pertenecen a C. virescens.

CARACTERIZACION MOLECULAR MEDIANTE EL GEN MTCOI

Los 680 nucledtidos obtenidos de la secuenciacidn parcial de del gen mtCOI de los grupos A 'y
B, mostraron un 99 % de homologia entre ambos grupos morfoldgicos y de estos con accesiones de
C. virescens registradas en el GenBank, lo que confirm¢ la identidad taxondémica de C. virescens en
todas las muestras.

La distancia genética entre los individuos de los Grupo A y B fue de un 1 %, e indic6 la existen-
cia de relaciones intraespecifica entre los individuos que agrupan (HAUSMANN et al., 2011); mien-
tras que estos mostraron relaciones interespecificas con las accesiones de C. virescens de Brasil (con
una distancia genética del 3,0 % los dos morfotipos), C. subflexa (6,0 % Grupo A'y 7,0 % Grupo B)
y con S. frugiperda (11.0 % el Grupo A y 12,0 % el Grupo B) (MITCHELL & GOPURENKO,
2016).

El andlisis filogenético por el método de Médxima Verosimilitud coincidié con los resultados ob-
tenidos en el andlisis de la distancia genética y generd un dendrograma con tres taxones: uno para ca-
da grupo extra; y otro donde las accesiones de C. virescens del Genbank y las de Cuba, formaron un
clister con soporte muy fuerte. (Figura 2). No obstante, se observé divergencia genética entre las ac-
cesiones, al interior del clister de C. virescens. Este resultado, indicé que los especimenes de los
Grupos A y B de C. virescens, estdn mds estrechamente relacionados a las de Chile, Costa Rica y Es-
tados Unidos. Resultados similares fueron obtenidos en Chile (SANTOS-ZAMORANO et al., 2017).
Sin embargo, las accesiones de los dos grupos se agruparon de forma independiente con un buen so-
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JQB02717.1 C. virescens Costa Rica
JQ603192.1 C. virescens Costa Rica
GU163277.1 C. virescens Costa Rica
GL087832.1 C. virescens USA Tennessee
— JQ603191.1 C. virescens Costa Rica
55 — KJ385996.1 C. virescens USA Maryland
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73

150 @ C. virescens Morfo23C Tabaco < Grupo B
58| @ C.virescens Morfo24C Tabaco g P
) o FloryFruto
@ C. virescens Morfo25C Tabaco

r JN798946.1 C. virescens Brasil. Algodon
991 UN799033.1 C. virescens Brasil. Soja

@ C. Subflexa MorfoHS3 Physalis mexico
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HM136596.1 Spodoptera frugiperda

001

Figura 2.— Arbol filogenético construido por el método de méxima verosimilitud, basado en el modelo Kimura
2-p, sobre la base de la secuencia para el gen del DNA mitocondrial de la citocromo oxidasa que codifica la
subunidad I (mtCOI). Corchetes denotan grupos diferentes para Cuba.

porte, resultado que sugirié que los individuos que agrupan pertenecen a dos linajes diferentes dentro
C. virescens.

El hecho de que los resultados mostraron divergencia genética al interior del cldster de C. vires-
cens, reafirma la validez e importancia del gen mtCOI como un marcador molecular 1til para distin-
guir entre especies similares o cripticas (MARTINEZ-ROSAS e al., 2016). Por tanto, se propone por
primera vez para Cuba la presencia de dos morfoespecies de C. virescens sobre el cultivo del tabaco
negro, teniendo en cuenta las diferencias entre los caracteres morfoldgicos y la existencia de diver-
gencia genética entre ellos; por lo que serd necesario valorar la actual estrategia de manejo sobre el
cultivo de tabaco

Conclusiones

Se confirma a C. virescens como unica especie que afecta al cultivo del tabaco negro en Pinar
del Rio, Cuba, compuesta por dos morfoespecies que presentan una alta variabilidad morfolégica y
divergencia genética en larvas del dltimo instar y hdbitos alimenticios diferenciales asociadas a la ye-
ma terminal del tallo y los 6rganos reproductivos del tabaco negro.
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