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RESUMEN

El conocimiento sobre la estructura genética y las capacidades de expansion de una
poblacién son importantes para el desarrollo de estrategias de manejo y control
especificas para diferentes organismos. El gorgojo de los Andes es un insecto de
importancia econdmica que ocasiona dafios severos en los cultivos de papa de las zonas
altoandinas. En Amazonas, la carencia de informacion acerca de estos insectos dificulta
el entendimiento de su dindmica poblacional. En este sentido, el presente estudio busca
evaluar la estructura y diversidad genética de las poblaciones del gorgojo de los Andes
bajo el gradiente altitudinal de la regidbn Amazonas. Para ello, usando el gen citocromo
oxidasa | (COl) se analizaron 91 individuos recolectados de ocho poblaciones diferentes
de la region Amazonas (Jalca Grande, LAmud, Levanto, Leymebamba, Luya y San Isidro
del Maino). Los analisis revelaron la presencia de 12 linajes y 19 haplotipos (9 haplotipos
unicos) del gorgojo de los Andes. Las poblaciones mostraron altos niveles de diversidad
haplotipica (Hd¢=0.80439), nucleotidica (Pi=0.00587) y conectividad genética (Fst =
0.30363). La poblacién con mayor diversidad genética fue San Isidro del Maino (2578-
2837 msnm), y la de menor diversidad genética fue la poblacion de Luya (2293-2340
msnm). En general, estos resultados demuestran que la amplia variabilidad genética de
las poblaciones de gorgojo de los Andes se atribuye al alto grado de adaptabilidad
asociados a factores climaticos, ambientales y bioldgicos, sumados a la posible
introduccion de semillas de tubérculos. Esta caracterizacion de la estructura genética del
gorgojo de los Andes contribuye a una mejor comprension de la dindmica poblacional y
permitird adoptar estrategias de control de proteccion adecuadas contra insectos de

distribucion masiva en la region Amazonas.

Palabras clave: Amazonas, COIl, conectividad genética, estructura genética, gorgojo de

los Andes, plagas de insectos, variabilidad genética.
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ABSTRACT

Knowledge about the genetic structure and the expansion capacities of a population are
important for the development of specific management and control strategies for different
organisms. The Andean weevil is an economically important insect that causes severe
damage to potato crops in high Andean areas. In Amazonas, the lack of information about
these insects makes it difficult to understand their population dynamics. In this sense, the
present study seeks to evaluate the structure and genetic diversity of Andean weevil
populations under the altitudinal gradient of the Amazon region. To do this, using the
cytochrome oxidase | (COI) gene, 91 individuals collected from eight different
populations in the Amazon region (Jalca Grande, L&mud, Levanto, Leymebamba, Luya
and San Isidro del Maino) were analyzed. The analyzes revealed the presence of 12
lineages and 19 haplotypes (9 unique haplotypes) of the Andean weevil. The populations
showed high levels of haplotypic (Hd=0.80439), nucleotide (Pi=0.00587) and genetic
connectivity (Fst = 0.30363) diversity. The population with the greatest genetic diversity
was San Isidro del Maino (2578-2837 masl), while the lowest was the population of Luya
(2293-2340 masl). In general, these results show that the genetic expansion of Andean
weevil populations is attributed to the high degree of adaptability associated with
climatic, environmental, and biological factors, added to the possible introduction of tuber
seeds. This characterization of the genetic structure of the Andean weevil will contribute
to a better understanding of the population dynamics and will allow the adoption of
adequate protection control strategies against insects with a massive distribution in the

Amazon region.

Keywords: Amazon, COl, genetic connectivity, genetic structure, Andean weevil, insect

pests, genetic conservation.

XV



INTRODUCCION

La dispersion y variacion de diversas especies son generadas principalmente
por fendmenos resultantes de actividades antrépicas (Cao et al., 2019). Malhi
et al. (2021) propusieron que el cambio climatico influye en el desarrollo y
crecimiento de las poblaciones de plagas de insectos, debido a que éstos son
considerados heterotéermicos (Caselli & Petacchi, 2021) y dependen de
factores climaticos (por ejemplo: temperatura, humedad) para incrementar o
reducir el desarrollo y expansién de sus poblaciones (Kroschel et al., 2020).
Este cambio climatico tiene impactos significativos en las plagas de insectos
(Malhi et al., 2021), creando nichos ecoldgicos para que éstas se establezcan
y se propaguen a nuevas localidades, alterando su distribucion geogréfica,
crecimiento, comportamiento y reproduccion (Skendzi¢ et al., 2021). Esto trae
como consecuencia desordenes en su dindmica poblacional (Caselli &
Petacchi, 2021), que al intensificarse pueden amenazar la seguridad
alimentaria (Malhi et al., 2021) a consecuencia de los elevados porcentajes de
pérdidas de cultivos (Kim et al., 2021; Skendzi¢ et al., 2021).

La capacidad de produccion de los cultivos de papa se ha visto afectada por el
incremento de la poblacidn, sobreexplotacion del suelo, cambio climatico y
principalmente por el incremento de plagas de insectos (Walker & Frederick,
2019; Trigoso et al., 2020). De las diversas plagas que afectan los cultivos de
papa, la mas agresiva es la del gorgojo de los Andes por los dafios severos
generados a los tubérculos de las zonas andinas de Bolivia, Colombia,
Ecuador, Pert y Venezuela (Villami et al., 2015; Kroschel et al., 2020). Las
pérdidas de produccién y rendimiento en los cultivos de papa son causados
por larvas y estadios adultos del gorgojo de los Andes (Alcazar, 2002;
Kroschel et al., 2020). Especificamente, las larvas realizan orificios circulares
en el tubérculo para completar su desarrollo, mientras que los adultos
provocan pérdidas en el area foliar, bases del tallo y estolones de las plantas
de cultivo (Skendzi¢ et al., 2021).

El gorgojo de los Andes esta compuesto de 14 especies, de las cuales 12

pertenecen al género Premnotrypes (Premnotrypini: Entiminae), una a



Rhigopsidius (Rhytirrhinini: Rhytirrhininae) (presente en climas aridos de alta
montafa al sur de Per( y Bolivia) y una a Phyrdenus (Cryptorrhynchini:
Chryptorrhynchinae) (presente en los Andes de América por debajo de los
2000 msnm) (Kuhne, 2007; Kroschel et al. 2020). Las especies Premnotrypes
latithorax, P. suturicallus y P. vorax afectan los tubérculos presentes entre
2500 y 4700 msnm de los Andes del Peru (Alcézar, 2002; Kroschel et al.,
2020).

Particularmente, P. latithorax se encuentra distribuida en Cusco, P.
suturicallus en Huancayo y P. vorax en Cajamarca (Alcazar, 2002; Tineo,
2019). Tineo (2019) confirmé la presencia del gorgojo de los Andes
(identificada como P. vorax hasta que se corrobore su taxonomia) en la region
Amazonas (Jalca Grande), sin embargo, aun se carecen de estudios que
detallen su adecuada posicion taxonémica, incluyendo la cuantificacion de las

pérdidas econdmicas asociadas al gorgojo de los Andes.

Los gorgojos son nativos de los Andes, y se cree que fueron propagados a toda
sudameérica por medio de plantas de siembra importadas (Kihne, 2007).
Actualmente, estos gorgojos se reportan entre 2100-3100 msnm en Colombia,
entre 2580-3600 msnm en Venezuela y entre 2500-4700 msnm en Bolivia
(Alcazar, 2002; Kiihne, 2007). Estas especies generan grandes pérdidas (16 -
45 % al afo), inclusive la totalidad del cultivo de papa (Kroschel et al., 2020).
Con el objetivo de mitigar estos impactos, algunos estudios caracterizaron la
dinamica de poblaciones para implementar planes de manejo integrado de
plagas (Alarcén et al., 2011; Villami et al., 2015); sin embargo, los actuales
mecanismos de control maximizan y persisten en el uso de insecticidas
(Alcézar, 2002), generando problemas ambientales y a la salud humana
(Goldel et al., 2020).

De cierto modo, el cambio climético ha ocasionado la expansion de especies
introducidas (Cao et al., 2019; Skendzi¢ et al., 2021), las cuales cambian sus
areas de distribucion hacia latitudes y altitudes mas altas en busca de
condiciones climaticas adecuadas a las que se adapten (Couet et al., 2022;

Goncalves et al., 2022; Lacourse & Adeleve, 2022). El elevado potencial al
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cambio altitudinal que presentan estas especies ha permitido amplias
tolerancias climéticas (sequias y altas temperaturas), tolerancia a los
insecticidas y caracteristicas filogenéticas que favorecen su rapido
establecimiento y crecimiento (Finch et al., 2021; Poland et al., 2021;
Skendzi¢ et al., 2021; Adhikari et al., 2022).

Actualmente, el uso de herramientas moleculares en la identificacion de la
estructura genética y haplotipos y determinacion del flujo genético de
poblaciones de organismos son fundamentales para entender sus patrones y
mecanismos de distribucién, especialmente en insectos (Javal et al., 2021;
Safiudo et al., 2021; Zhan et al., 2021). Para ello, se han empleado estas
técnicas en diversas plagas, con el objetivo de descubrir brotes de plagas
(Safiudo et al., 2021) y definir estrategias de control (Zhan et al., 2021). Por
ejemplo, Manani et al. (2017) utilizaron marcadores mitocondriales
(citocromo oxidasa 1) para identificar la diversidad genética de las plagas de
moscas blancas (Bemisia tabaci) que afectan los cultivos de yuca.
Adicionalmente, Zhan et al. (2021) analizaron la diversidad y estructura
genética de las poblaciones de Strongyllodes variegatus que afectan la
produccién de colza en China utilizando el marcador citocromo oxidasa |
(CQl) y citocromo B (Cytb). Por otro lado, Javal et al. (2021) identificaron las
especies de plagas de Prioninae (Coleoptera, Cerambycidae) que afectan a la

cafia de azlcar usando también el marcador COI.

A pesar de la gran utilidad de estos marcadores, a la actualidad en el Per( se
carecen de estudios genéticos relacionados al gorgojo de los Andes. En ese
sentido, el presente estudio busca evaluar la estructura y diversidad genética
de poblaciones del gorgojo de los Andes (Premnotrypes vorax) bajo el
gradiente altitudinal de la region Amazonas, a través del uso de herramientas
moleculares, para evaluar el grado de conectividad genética e identificar los
grupos genéticos unicos (haplotipos) que permitird conocer su distribucion,
flujo genético y abundancia, los cuales pueden ser dtiles para generar

estrategias de conservacion y control de los mismos.
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MATERIALES Y METODOS
2.1.Recoleccién de muestras

La captura del gorgojo de los Andes en estado adulto adquiere
complejidad por las condiciones agroclimaticas que presenta la region
Amazonas y también debido a su prolongado ciclo bioldgico (Tineo,
2019). De esta manera, el presente estudio optd la coleccién de gorgojo de
los Andes en estado larvario. EI muestreo se realizo en las principales
zonas productoras de papa de la region Amazonas (Jalca Grande, LAmud,
Levanto, Leymebamba, Luya y San Isidro del Maino) ubicadas en las
provincias de Chachapoyas y Luya, las cuales se encuentran distribuidas
en un gradiente altitudinal entre 2300-3100 msnm (Ramirez, 2010; Tineo,
2019; Barboza & Tuesta, 2019).

Cabe mencionar, que la region Amazonas cuenta con otras zonas
productoras de papa que no se encuentran dentro de los 2300-3100 msnm,
sin embargo, en este estudio no se consideraron como zonas de muestreo
debido a que no reportaban la presencia del gorgojo de los Andes en sus
cultivos.

Se colectaron un total de 77 individuos distribuidos aleatoriamente en las
zonas productoras de papa, adicionalmente se incluyd 12 muestras
obtenidas por Tineo (2019) (Figura 1, Tabla 1).

Para evaluar la presencia de larvas se tomo en cuenta algunas afecciones
encontradas en cada cultivo (orificios circulares en tubérculos) (Kroschel
et al., 2020) (Figura 2). La coleccién de larvas se obtuvo por medio de los
tubérculos infestados y se realizé de forma manual, posteriormente las
muestras recolectadas en cada zona fueron trasladadas en recipientes
plasticos (etiquetados) al &rea de Biologia Molecular y Gendmica del
laboratorio FISIOBVEG de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez

de Mendoza.
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Figura 1. Mapa de ubicacién de zonas de muestreo del gorgojo de los Andes.

Tabla 1. Informacion de coleccion de muestras del gorgojo de los Andes en la

region Amazonas.

Zona de _ Fecha de . Altitud Coordenadas
hy Provincia . Cddigo : -
coleccion coleccion (msnm) latitud longitud
Leymebamba Chachapoyas 19/03/2022  GI1L 2322 -6.708491667  -77.79972222
Leymebamba Chachapoyas 19/03/2022  G2L 2322 -6.708491667  -77.79972222
Leymebamba Chachapoyas 19/03/2022  G3L 2321.8 -6.708494444  -77.79944444
Leymebamba Chachapoyas 19/03/2022  G4L 2322 -6.708497222  -77.79973056
Leymebamba Chachapoyas 19/03/2022  G5L 2322.6 -6.708508333  -77.79973611
Leymebamba Chachapoyas 19/03/2022  G6L 2213 -6.710336111  -77.80313056
Leymebamba Chachapoyas 19/03/2022  G7L 2214 -6.710377778  -77.80312778
Leymebamba Chachapoyas 19/03/2022  G8L 2310 -6.710311111  -77.80648611
Leymebamba Chachapoyas 19/03/2022  GO9L 2291 -6.710322222  -77.80647778
Leymebamba Chachapoyas 19/03/2022 G10L 2297 -6.710455556  -77.80611944
Leymebamba Chachapoyas 19/03/2022 G11L 2296 -6.710422222  -77.80609722
Leymebamba Chachapoyas 19/03/2022 G12L 2301 -6.7104 -77.80624722
Leymebamba Chachapoyas 19/03/2022 G13L 2303 -6.710436111  -77.80628333
Leymebamba Chachapoyas 19/03/2022 G14L 2304 -6.710425 -77.80628611
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Leymebamba Chachapoyas 19/03/2022 G15L 2296 -6.710219444  -77.80618333
Leymebamba Chachapoyas 19/03/2022 G16L 2294 -6.710216667  -77.80615278
Luya Luya 20/03/2022 V01 2340 -6.155019444  -77.94190833
Luya Luya 20/03/2022 V02 2340 -6.155088889 -77.941925
Luya Luya 20/03/2022 V03 2339 -6.155147222  -77.94206667
Luya Luya 20/03/2022 V04 2340 -6.155397222  -77.94193056
Luya Luya 20/03/2022 V05 2294 -6.163438889  -77.93554722
Luya Luya 20/03/2022 V06 2293 -6.163441667  -77.93546944
Luya Luya 20/03/2022 V07 2293 -6.163519444  -77.93554722
Luya Luya 20/03/2022 V08 2322 -6.169858333  -77.94231389
Luya Luya 20/03/2022 V09 2321 -6.169775 -77.94228056
Luya Luya 20/03/2022 V10 2324 -6.169780556  -77.94216667
Lamud Luya 20/03/2022  LO1 2459 -6.126191667  -77.96012778
Lamud Luya 20/03/2022  LO02 2460 -6.126144444  -77.96011944
Lamud Luya 20/03/2022  LO3 2459 -6.126211111  -77.96010833
Lamud Luya 20/03/2022  LO5 2458 -6.126277778  -77.96017222
Lamud Luya 20/03/2022  LO06 2399 -6.133616667  -77.95793056
Lamud Luya 20/03/2022  LO7 2400 -6.133641667  -77.95795278
Lamud Luya 20/03/2022  LO08 2390 -6.133769444  -77.95745833
Lamud Luya 20/03/2022  LO09 2390 -6.133705556  -77.95744167
Lamud Luya 20/03/2022  L10 2389 -6.133786111  -77.95738611
Levanto Chachapoyas 21/03/2022 EO1 2465.4 -6.305583333  -77.87747222
Levanto Chachapoyas 21/03/2022  EO02 2872 -6.305555556 -77.8775
Levanto Chachapoyas 21/03/2022 EO03 2873.2 -6.305527778  -77.87744444
Levanto Chachapoyas 21/03/2022  EO4 2877 -6.305694444  -77.87763889
Levanto Chachapoyas 21/03/2022  EO05 2880.6 -6.305888889  -77.87758333
Levanto Chachapoyas 21/03/2022  EO06 2746 -6.303577778  -77.89621389
Levanto Chachapoyas 21/03/2022  EO07 2747 -6.303541667  -77.89619444
Levanto Chachapoyas 21/03/2022  EO08 2646.3 -6.303577778  -77.89621389
Levanto Chachapoyas 21/03/2022  E09 2629 -6.310330556  -77.89298611
Levanto Chachapoyas 21/03/2022  E10 2626 -6.310466667  -77.89309167
S.I.Maino  Chachapoyas 21/03/2022  GO1 2800.7 -6.320833333  -77.86230556
S.I.Maino  Chachapoyas 21/03/2022  G03 2800.7 -6.320833333  -77.86230556
S.I. Maino  Chachapoyas 21/03/2022  G04 2836 -6.317063889  -77.85284167
S.I. Maino  Chachapoyas 21/03/2022  G05 2837 -6.317033333 -77.852825
S.I. Maino  Chachapoyas 21/03/2022  G06 2835 -6.317080556  -77.85285278
S.I. Maino  Chachapoyas 21/03/2022  GO07 2835 -6.317075 -77.85281667
S.I. Maino  Chachapoyas 21/03/2022  GO08 2836 -6.317055556  -77.85281111
S.I. Maino  Chachapoyas 21/03/2022  G09 2839 -6.317013889  -77.85277778
S.I.Maino  Chachapoyas 21/03/2022  G10 2834 -6.3171 -77.85276944
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S.I.Maino  Chachapoyas 21/03/2022 G14 2877 -6.328072222  -77.88293611
S.I.Maino  Chachapoyas 21/03/2022  G15 2578 -6.332927778  -77.87481111
S.I.Maino  Chachapoyas 21/03/2022  G16 2471 -6.332877778 -77.875025
S.I. Maino  Chachapoyas 21/03/2022  G17 2578 -6.332783333 -77.874725
S.I. Maino  Chachapoyas 21/03/2022  G18 2588 -6.333130556  -77.87453889
S.I. Maino  Chachapoyas 21/03/2022  G19 2449 -6.326611111  -77.86915278
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022 Jol 3075 -6.49175 -77.79805556
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022 J03 3085.8 -6.49225 -77.79755556
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022 Jo4 3076.5 -6.491944444  -77.79686111
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022  J05 3076.6 -6.493083333  -77.79930556
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022 JO6 3033 -6.490888889 -77.79725
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022  J0O7 3097.5 -6.491305556  -77.79636111
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022  J08 3096.5 -6.491305556  -77.79636111
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022 J10 3085.8 -6.49225 -77.79755556
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022 J11 2524 -6.475022222  -77.81718611
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022  J12 2500 -6.475005556  -77.81718889
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022  J14 2673 -6.476347222  -77.81571944
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022 J15 2680 -6.476411111 -77.81565
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022  J16 2690 -6.476536111  -77.81564444
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022  J17 2851 -6.480747222  -77.81209444
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022  J18 2853 -6.480677778  -77.81208611
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022 J19 2702 -6.487433333  -77.82954167
Jalca Grande Chachapoyas 22/03/2022 J20 2700 -6.48745 -77.82959444
Jalca Grande Chachapoyas 2019 GAM?2 2805 -6.482553 -77.811077
Jalca Grande Chachapoyas 2019 GAM3 2808 -6.483577 -77.811184
Jalca Grande  Chachapoyas 2019 GAM4 2863 -6.480505 -77.807903
Jalca Grande Chachapoyas 2019 GAM5 2853 -6.48081 -77.808718
Jalca Grande Chachapoyas 2019 GAM6 2876 -6.488397 -77.8079
Péngote Chachapoyas 2019 GAM7 2944 -6.548221 -77.788467
Péngote Chachapoyas 2019 GAMS 2714 -6.54618 -77.805302
Péngote Chachapoyas 2019 GAM9 2522 -6.54524 -77.81128
Péngote Chachapoyas 2019 GAM10 2833 -6.545134 -77.811339
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Figura 2. Orificios circulares en los tubérculos que indican la presencia de larvas.

2.2.Preparacion de las muestras

Los tubérculos infestados recolectados se cortaron cuidadosamente en
trozos pequefios (1 cm de altura) (Méarquez, 2005). Con la ayuda de pinzas
se retiraron las larvas de los tubérculos, y con el fin de corroborar la
especie del género Premnotrypes de las muestras (Gariepy et al., 2021) se
utilizé las claves taxondmicas elaborados por Alcézar (2002) y Kroschel
et al. (2020).

Las larvas fueron limpiadas con agua destilada estéril (Xu et al., 2019) y
se dejaron secar a temperatura ambiente. Los especimenes colectados se
colocaron en tubos Eppendorf de 1,5 ml (Chavez-Medina et al., 2016;
Tineo et al., 2020). Posteriormente, las muestras de gorgojos (larvas de
Gltimo estadio) fueron sumergidas en nitrégeno liquido y trituradas por un

equipo de congelacion y aplastamiento (Disruptor SK-10, Japon).
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Figura 3. Proceso de colecta y almacenamiento de muestras de gorgojo de los Andes.

2.3.Extraccion de ADN

Para extraer el ADN genomico de las muestras se empleo el Kit Wizard®
SV Genomic DNA Purification System de Promega (Promega, Madison,
Estados Unidos) (Carapelli et al., 2017; Medrano et al., 2018; Mendieta et
al., 2023), seguln las indicaciones del fabricante, optando por las siguientes
modificaciones.

e Las muestras fueron transferidas a bead tubes para facilitar su
trituracion y se afiadio una solucién de 255 ul [200 ul de Nuclei
lysis solution, 50 ul de EDTA (0.5 M), 5 ul RNase A solution],
agitando durante 2 minutos en un vortex para incubar las muestras
a 65° C durante 2 horas.

e Pasado ese tiempo se adiciond 250 ul de Wizard SV lysis buffer,
agitando por 5 minutos e incubando a 65° C por 30 minutos,
centrifugados a 11,000 rpm por 1 minuto. Posteriormente, el
sobrenadante se retird y se transfirié a una columna de filtracion
Wizard SV en un tubo de coleccidn, se centrifugaron a 11,000 rpm

por 2 minutos y se retird el sobrenadante del tubo de coleccion.
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e Para el proceso de lavado, se afiadio 600 ul de Wash solution, se
centrifugé a 11,000 rpm por 2 minutos y se desechd el flujo
(proceso realizado por dos veces). Finalmente se transfirio la
columna de filtracion Wizard SV a un tubo de microcentrifuga de
1,5 ml agregando 50 ul de Nuclease-free water directamente a la
matriz de la columna, centrifugados a 13,000 rpm durante 3
minutos para eludir el ADN. Este procedimiento se repitid dos
veces hasta completar 100 ul de elucion de ADN.

Terminado el proceso de extraccion; la cantidad de ADN extraido se
determind mediante el equipo cuantificador Quantus™ (Promega,
Madison, Estados Unidos) y el Kit de cuantificacion Qubit™ dsDNA BR
Assay (Invitrogen, California, Estados Unidos). Por otro lado, la calidad
de ADN extraido se determind en geles de agarosa al 1 % corridos en
tampon TAE 1X (Trisborato 0.045M; EDTA 0.001M) durante 12 minutos,
los geles se tifieron con Safer DNA Gel Stain. Finalmente, el ADN

obtenido se almaceno en un ultracongelador a -80°C para su conservacion.

25



Transferencia de
muestras a bead tubes

'

v" 200ul Nuclei lysis sol.
Agregado de solucién | — v 50ul EDTA

v" 5ul Rnase A sol.
Incubacion —> Centrifugado

600ul Wash
solution

50ul
Nuclease-free === l o
water

65°Cx 30°

Figura 4. Proceso de extraccion de ADN de muestras de gorgojo de los Andes.

2.4. Amplificacion de ADN por PCR
Se selecciond el gen mitocondrial citocromo oxidasa I (COl), ya que es
utilizado ampliamente para estudiar la genética de poblaciones en insectos
(Girad et al., 2022; Meng-gi et al., 2023). Se amplific el gen COI de 77
muestras de gorgojo de los Andes utilizando los primers HCO-2198 (5'-
TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3) y LCO-1490 (5'-
GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3") (Donga & Meadow, 2018)
mediante la reaccién en cadena de Polimerasa (PCR) con el uso de
reactivos Bioneer (Bioneer, Daejon, Corea). La reaccion de amplificacion
tuvo una mezcla total de 10 uL conteniendo 5 pL de Master mix, 2,6 uL
de agua destilada, 0,2 uL de Primers directo y reverso de 5-10 uM y 2 uL
de ADN genomico (Zhang et al., 2019; Zhan et al., 2021). El protocolo del

PCR sigui0 las siguientes condiciones:
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Tabla 2. Parametros para la amplificacion por PCR.

Condiciones de PCR

COl

Marcador Fases : Ciclos
Temperatura Tiempo
Pre-desnaturalizacion 95 C° 1’ 1x
Desnaturalizacion 94 Ce° 30”
Annealing 48 C° 30 40x
Extencion 68 C° 45>
Extension final 72C° 5’ 1x

Los amplicones obtenidos durante la PCR se visualizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1% en un tampén (Tris-borato
0.045M; EDTA 0.001M) durante el tiempo de 15 minutos a 100V
(Pathirage et al., 2021; Ponce et al., 2021). Los amplicones con bandas
claras fueron purificados. La purificacion se realiz6 con el kit de limpieza
kit Wizard® SV Genomic DNA Purification System de Promega
(Promega, Madison, Estados Unidos) (Mendieta et al., 2023) siguiendo las
instrucciones del fabricante.

e Se agreg0 45 ul de Binding Buffer a la solucion de los tubos de
PCR, se transfirié la mezcla a una columna de limpieza Wizard SV
en un tubo de coleccion centrifugandose a 12,000 rpm durante 1
minuto, luego se desecho el sobrenadante.

e Para el proceso de lavado se agregd 200 ul de Wash Buffer, se
centrifugd a 12,000 rpm durante 1 minuto, se desecho el
sobrenadante y el tubo de coleccion y se coloco la columna de
limpieza Wizard SV en un tubo de microcentrifuga de 1,5.

e Finalmente, se agreg6 10 ul de Elution Buffer directamente a la
matriz de la columna, centrifugandose a 12,000 rpm durante 2
minutos, este procedimiento se repitié dos veces hasta completar
20 ul de elucion de ADN.

Posteriormente, los amplicones purificados fueron secuenciados

comercialmente por Macrogen (Daejeon, Corea) (Tineo et al., 2020).
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Figura 5. Proceso de amplificacion por PCR y purificacion de muestras de gorgojo de
los Andes.
2.5.Andlisis filogenético
Las secuencias del marcador mitocondrial COI se editaron utilizando el
programa Chromas (Mamani et al., 2017). Las secuencias generadas se
alinearon con otras secuencias descargadas de GenBank utilizando el
algoritmo MUSCLE y se ajustaron manualmente con el software MEGAG6
(Hernandez & Benjumea, 2011; Safiudo et al., 2021). Para el analisis
filogenético del gorgojo de los Andes de Amazonas se usaron las especies
de Lachnopus sp. (HQ891469) y Artipus sp. (HQ891429) como grupos
externos (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).
El modelo de evolucion se selecciono utilizando PartitionFinder v. 2.1.1
(Lanfear et al., 2016). Ademas, se usé el método Maximum likelihood
(Bustamante et al., 2019; llinsky et al., 2022) mediante el programa
RaxML GUI v. 2.0.0 beta 10 con un andlisis de Bootstrap con 1000
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réplicas para confirmar la significancia estadistica de los grupos genéticos.
Adicionalmente, la inferencia Bayesiana (Bl) se realiz6 con el software
MrBayes v. 3.2.5 para 2 000 000 de generaciones (Ronquist et al., 2012;
Mamani et al., 2017; Zhang et al., 2019).

2.6.Analisis de diversidad genética

El analisis de diversidad genética del gorgojo de los Andes se basé en el
calculo del numero de haplotipos (h), indices de diversidad genética (Hd),
indice de diversidad de nucleotidos (Pi) y test de Tajima's D (usado para
determinar el estado poblacional en cuanto a expansion o estabilidad) se
determinaron mediante el software DNA Sequences Polymorphism
(DnaSP) v. 6.1 (Lopez-Martinez et al., 2020; Gariepy et al., 2021;
Pathirage et al., 2021; Zhan et al,. 2021).

2.7.Analisis de red de haplotipos (Networks) y conectividad genética

El analisis de las relaciones entre los haplotipos se realizé con el método
de la red de unién mediana (MJ-Median Joining Network) mediante el
software PopArt v.2.1 (Leigh & Bryant, 2015).

El analisis del nivel de conectividad genética entre las poblaciones del
gorgojo de los Andes se determind calculando los valores de correlacion
entre distancias genéticas (Fst) mediante el uso de ARLEQUIN v. 3.5.1.2
(Kim et al., 2021). Ademas, se calcul6 el nimero de migrantes por
generacion (Nm) entre poblaciones y para determinar la estructura genética
de las poblaciones se uso el analisis molecular de varianza (AMOVA)
(Guernaoui et al., 2020; Ponce et al., 2021).

2.8.Distribucién altitudinal del gorgojo de los Andes
Para analizar la distribucion del gorgojo de los Andes a lo largo del
gradiente altitudinal de la region Amazonas se elaboré un mapa tematico
que reflejo el nimero de grupos (haplotipos) encontrados en cada una de
las zonas de muestreo. Para ello, el area de estudio se delimito en el
programa ArcGIS v.10.8 mediante un shapefile (shp) de la regién

Amazonas, ademas se utiliz6 un modelo de elevacion digital (DEM,
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ALOS PALSAR) (Rojas et al., 2019; Trigoso et al., 2020) para calcular
datos de elevacion, pendiente y aspecto.

Los datos de altitud proporcionados por el modelo de elevacion digital se
reclasificaron con el fin de crear un nuevo estandar de clasificacion,
adicionalmente se incorporaron algunas variables meteoroldgicas
climéticas como la temperatura y precipitacion, las cuales influyen en el
ciclo de vida del gorgojo de los Andes y estan sujetas a cambios
ambientales continuos ocasionados principalmente por el cambio
climético (Malhi et al., 2021). Estos datos (temperatura y precipitacion) se
obtuvieron de la base de datos de worclim (Fick & Hijmans, 2017;
Hatefard et al., 2021).

Posteriormente, se importaron los datos de los grupos identificados del
gorgojo de los Andes con la informacién recolectada en cada punto de
muestreo (coordenadas geograficas) a cada una de las variables en el
programa ArcGIS v.10.8. Como resultado se obtuvo un mapa tematico
final (altitud) de distribucion de gorgojo de los Andes en el gradiente
altitudinal de la region Amazonas, que estdn complementados con una

tabla que contiene informacion de la distribucion del gorgojo de los Andes.
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Figura 6. Proceso de elaboracion de mapas tematicos de distribucion de gorgojo de los

Andes en el gradiente altitudinal de Amazonas.

I1l.  RESULTADOS
3.1.Andlisis filogenético

El andlisis filogenético del gorgojo de los Andes (Premnotrypes sp.) se
realizd con los analisis de maxima verosimilitud e inferencia bayesiana
con un total de 91 secuencias con una longitud de 675 pares de bases (pb).
El anélisis filogenético incluyd 77 secuencias de individuos colectados en
las principales zonas productoras de papa de la region Amazonas y 12
secuencias fueron obtenidas por Tineo (2019). Adicionalmente, se
incluyeron 2 secuencias de las especies de Lachnopus sp. y Artipus sp.
como grupos externos (Figura 7). Cabe resaltar que en este analisis no se
incluyd la Unica secuencia de GenBank etiquetada como Premnotrypes
vorax (MN343974) de Ecuador, debido a que se encontraba incompleta,
lo que dificultd el alineamiento con las secuencias de gorgojo de los
Andes.
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Figura 7. Arbol filogenético del gen COI basado en el analisis de maxima verosimilitud.
Valores por encima de las ramas son los valores de Bootstrap de méxima verosimilitud /

probabilidad bayesiana (no se muestran los valores menores a 50/0.7).
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En el arbol filogenético se identificd la presencia de 12 clados o grupos
genéticos y la presencia de 5 singletons (Figura 8). Los grupos con mayor
numero de individuos fueron 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9 y 10; mientras que los de
menor numero de individuos fueron 3, 8, 11y 12. Dentro del primer grupo
se encuentran 6 individuos provenientes de las poblaciones de Lamud,
Leymebamba, Luya y San Isidro del Maino. El segundo grupo esta
conformado por 12 individuos de las poblaciones de Lamud, Levanto y
Leymebamba. El cuarto clado agrupa 9 individuos pertenecientes a las
poblaciones de la Jalca Grande, Leymebamba y Luya. El grupo 5 esta
conformado por 10 individuos de las poblaciones de la Jalca Grande y
Péngote, las cuales pertenecen a las colectas de Tineo (2019). El sexto
clado es el mas grande agrupando a 18 individuos e incluyendo a todas las
poblaciones (Jalca Grande, La&mud, Levanto, Leymebamba, Luya y San
Isidro del Maino). En el grupo 9 se encuentran 7 individuos de las
poblaciones de la Jalca Grande, San Isidro del Maino y Luya. Los grupos
7'y 10 estan conformados por 5 individuos que en su mayoria pertenecen
a las poblaciones de Levanto y San Isidro del Maino. Finalmente, los
grupos 3, 8, 11 y 12 estan conformados por 2-4 individuos que en su

mayoria pertenecen a las poblaciones de Jalca Grande y Luya.

Tabla 3. Informacién de los grupos filogenéticos de las poblaciones del gorgojo

de los Andes.

N* de N*® de Poblacion geogréfica
grupos individuos

Grupo 1 6 Lamud, Leymebamba, Luya, S.I. Maino
Grupo 2 12 Lamud, Levanto, Leymebamba

Grupo 3 4 Jalca, Lamud, Luya

Grupo 4 9 Jalca Grande, Leymebamba, Luya.

Grupo 5 10 Jalca Grande, Péngote

Grupo 6 18 Jalca Grande, Lamud, Levanto, Leymebamba, Luya, S.I. Maino
Grupo 7 5 Jalca Grande, Levanto, Luya, S.I. Maino
Grupo 8 2 Jalca Grande, S.1. Maino

Grupo 9 7 Jalca Grande, S.I. Maino, Luya
Grupo 10 5 Jalca Grande, Levanto, Leymebamba
Grupo 11 4 Jalca Grande, Lamud, Levanto, Leymebamba
Grupo 12 2 Jalca Grande, Levanto
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3.2.Diversidad genética

El andlisis de las secuencias de ADN mitocondrial del gorgojo de los
Andes mostré 18 sitios polimdrficos y 19 haplotipos con una alta
diversidad haplotipica (H4=0.80439). La diversidad nucleotidica de las
ocho poblaciones fue relativamente alta (Pi=0.00587) (Tabla 4).

Las poblaciones con el mayor numero de haplotipos fueron San Isidro del
Maino (h=9), Jalca Grande (h=7) y Levanto (h=6), mientras Péngote (h=2)
fue la poblacion con el menor nimero de haplotipos. Las poblaciones con
la més alta diversidad de haplotipos fueron Levanto (Hq¢=0.88889), San
Isidro del Maino (H¢=0.88571) y la Jalca Grande (Hq=0.76471).

La poblacion con el mayor nimero de sitios polimorficos (s=11), alta
diversidad de nucleétidos (Pi=0.00753) y mayor numero promedio de
diferencias de nucledtidos por pares (k=2.38095) fue San Isidro del
Maino. Contrariamente, la poblacion con el menor nimero de sitios
polimorficos (s=2), menor diversidad de nucledtidos (Pi=0.00232) y
menor numero promedio de diferencias de nucleétidos por pares
(k=0.73333) fue Luya.

El test de Tajima’s D para las poblaciones de Lamud, Jalca Grande, San
Isidro del Maino, Leymebamba, Levanto y Péngote resulté negativo (P
<0.05), lo que puede indicar que estas poblaciones tuvieron un barrido
selectivo reciente y posterior expansion de la poblacion después de un

cuello de botella reciente.

3.3.Analisis y distribucion de la red de haplotipos
El anélisis de la red de haplotipos basado en el método de la Red de unidn
mediana (Median Joining Network) para las poblaciones de gorgojo de los
Andes de la region Amazonas revel6 la presencia de 9 grupos y 10
singletons [H4 (espécimen LO03); H6 (espécimen LO7); H9 (espécimen
J11); H10 (espécimen J20); H11 (espécimen GO05); H12 (espécimen G06);
H14 (espécimen G18); H15 (especimen G4L); H17 (espécimen C1455) y
H19 (espécimen GAM9R)] (Tabla 4, Figura 9). Los haplotipos 1 (H1) y 2
(H2) se encuentran distribuidos en la mayoria de las poblaciones del area

de estudio y presentan la mayor cantidad de individuos, mientras que los
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haplotipos 3 (H3), 13 (H13) y 16 (H16) presentan una menor
predominancia de individuos.

El haplotipo 1 (H1) esta conformado por 11 individuos procedentes de las
poblaciones de Luya (3), Levanto (3), Leymebamba (2), San Isidro del
Maino (2) y Jalca Grande (1). El haplotipo 2 (H2) es el que posee mayor
diversidad y esta conformado por 36 individuos pertenecientes a las
poblaciones de Leymebamba (10), Jalca Grande (8), Luya (6), Lamud (5),
San Isidro del Maino (5) y Levanto (2). El haplotipo 3 (H3) esta
conformado por 2 individuos de las poblaciones de Luya y Jalca Grande.
El haplotipo 5 (H5) esta conformado por 7 individuos procedentes de las
poblaciones de Lamud (2), Leymebamba (2), Levanto (2) y San Isidro del
Maino (1). El haplotipo 7 (H7) esta conformado por 6 individuos
pertenecientes a las poblaciones de la Jalca Grande (4), Levanto (1) y San
Isidro del Maino (1). El haplotipo 8 (H8) esta conformado por 4 individuos
que pertenecen a las poblaciones de la Jalca Grande (2), Levanto (1) y San
Isidro del Maino (1). El haplotipo 13 (H13) esta formado por 2 individuos
pertenecientes a la poblacion de San Isidro del Maino. El haplotipo 16
(H16) esta conformado por 2 individuos pertenecientes a las poblaciones
de Leymebamba y Levanto. El haplotipo 18 (H18) esta conformado por 9
individuos pertenecientes a las poblaciones de la Jalca Grande (6) y
Péngote (3).

Tabla 4. Diversidad genética del gorgojo de los Andes en la regién Amazonas. n: nimero

de individuos; h: namero de haplotipos; s: nimero de sitios polimérficos; Hd: diversidad

genética de haplotipos; Pi: diversidad de nucle6tidos; k: nimero promedio de diferencias

de nucleotidos por pares.

Poblaciones n S Hd Pi k Tajima’s D
10 2 0.60000 0.00232 0.73333 0.80445
9 5 0.69444 0.00457  1.44444 -0.32636
Jalca Grande 17 7 0.76471 0.00614 1.94118 -0.12081

San Isidro del Maino 15

0.88571 0.00753  2.38095 -0.32944

Nlw o|o|o|lN| D wl I
|
|

Leymebamba 16 4 0.60833 0.00280 0.88333 -0.20253
10 5 0.88889 0.00563 1.77778 -0.46399
Jalca Grande T 8 8 0.46429 0.00633  2.00000 -1.55452
4 2 0.50000 0.00318 1.00000 -0.70990
89 19 18 0.80439 0.00587  1.85546 -0.36289
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Tabla 5. Informacion de la red de haplotipos de las poblaciones del gorgojo de los Andes

en la region Amazonas. Codigos en color azul representan los haplotipos Unicos.

Hap Freq. Poblacionesy Cdédigos
Luya (V01, V06, V08); Jalca grande (J16); S.I. Maino (GO7, G09);

HL 11 Leymebamba (G1L, G13L); Levanto (E04, EQ7, EQ9)
Luya (V02, V03, V04, V05, V09, V10); Lamud (L01, L02, L06, L08, L09);

o 36 Jalca Grande (J01, J03, J04, J06, J14, J15, J17, J18); S.1. Maino (G01, GO03,
G04, G14, G15); Leymebamba (G3L, G6L, G7L, G8L, GIL, G10L, G12L,
G14L, G15L, G16L); Levanto (E02, E10)

H3 2 Luya (V07); Jalca Grande (J12)

H4 1 Lamud (L03)

HE 7 Lamud (LO05, L10); S.I. Maino (G08); Leymebamba (G2L, G5L); Levanto
(E03, E08)

H6 1 Lamud (LO7)
Jalca Grande (JO5, J08, J10); S.I. Maino (G17); Levanto (EO5); Jalca Grande

H7 6
(C2258)

H8 4 Jalca Grande (J07, J19); S.I. Maino (G10); Levanto (E06)

HY 1 Jalca Grande (J11)

H10 1 Jalca Grande (J20)

H11 1 S.1. Maino (G05)

H12 1 S.1. Maino (G06)

H13 2 S.1. Maino (G16, G19)

H14 1 S.1. Maino (G18)

H15 1 Leymebamba (G4L)

H16 2 Leymebamba (G11L); Levanto (E01)

H17 1 Jalca Grande (C1455)

Hi8 9 Jalca Grande (GAM1, GAM2, GAM3, GAM4, GAM5, GAM®6); Péngote
(GAM7, GAMS8F, GAM10)

H19 1 Péngote (GAMO9R)

Tabla 6. Distribucion de haplotipos presentes en cada una de las poblaciones de gorgojo

de los Andes de la region Amazonas. Codigos en negrita representan los haplotipos

anicos.

Poblaciones N° Hap Haplotipos Altitud
Luya 3 H1;, H2; H3 2293 - 2340
Lamud 4 H2; H4; H5; H6 2389 - 2460
Jalca Grande 7 H1; H2; H3; H7; H8; H9; H10 2524 - 3097.5
S.1. Maino 9 H1; H2; H5; H7; H8; H11; H12; H13; H14 2578 - 2837
Leymebamba 5 H1; H2; H5; H15; H16 2291 - 2322.6
Levanto 6 H1; H2; H5; H7; H8; H16 2629 - 2880.6
Jalca Grande T 3 H7; H17; H18 2805 - 2876
Péngote 2 H18; H19 2522 - 2944
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Figura 9. Red de haplotipos de las poblaciones del gorgojo de los Andes en la region
Amazonas. Codigos en azul representan los haplotipos predominantes mientras que los
codigos en negro representan los singletons (haplotipos Unicos). Barras perpendiculares

representan los pasos mutacionales entre cada haplotipo.
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Figura 10. Distribucién altitudinal de haplotipos en las poblaciones de gorgojo de los

Andes en la region Amazonas. Graficos circulares indican la proporcion de haplotipos

en cada poblacion. Los codigos representan las poblaciones: Luya (LY), Lamud (LM),
Leymebamba (LMB), Levanto (LV), Jalca Grande (JG), San Isidro del Maino (SIM),

Jalca Grande T (JGT) y Péngote (PNT).
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3.4.Estructura genética de poblaciones

El indice de fijacion global (Fst) basado en el calculo de valores de
correlacion entre distancias genéticas fue de Fst = 0.30363, el cual
representa un alto nivel de conectividad genética entre las poblaciones.
Adicionalmente, las poblaciones con mayor nivel de conectividad genética
fueron Péngote y Luya (Fst = 0.71836), Péngote y Leymebamba (Fst =
0.71698) seguidas de las poblaciones de la Jalca Grande y Leymebamba
(Fst = 0.69043). Contrariamente, las poblaciones con menor nivel de
conectividad genética fueron Péngote y Jalca Grande (Fst = - 0.147476)
(muestras obtenidas por Tineo, 2019), Leymebamba y Lamud (Fst = -
0.04546) vy las poblaciones de San Isidro del Maino y Levanto (Fst = -
0.03091) (Tabla 7).

El andlisis molecular de varianza (AMOVA) de las poblaciones de
Gorgojo de los Andes reveld que la mayor parte de la estructuracion y/o
diferenciacion genética se observo dentro de las poblaciones (71.97%, P
< 0.05; Fst = 0.30563), de las cuales, las poblaciones de San Isidro del
Maino y la Jalca Grande resultaron ser las mas divergentes debido a que
sus grupos genéticos albergan 9y 7 haplotipos diferentes respectivamente,
mientras que, el menor porcentaje de variaciones genéticas ocurren entre
poblaciones (28.03 %, P < 0.05; Fct = 0.31144) (Tabla 8).

Tabla 7. Indices de fijacion global (Fst) de las poblaciones de gorgojo de los Andes en

la region Amazonas. Los codigos representan las poblaciones: Luya (LY), Lamud (LM),
Leymebamba (LMB), Levanto (LV), Jalca Grande (JG), San Isidro del Maino (SIM),
Jalca Grande T (JGT) y Péngote (PNT).

Poblaciones LY LM LMB LV JG SIM JGT PNT
LY 0.00000

LM -0.01433  0.00000

LMB 0.01431 -0.04546 0.00000

LV 0.03356 -0.00348 0.08722  0.00000

JG 0.00703 0.02692 0.07152 0.01269  0.00000

SIM 0.02766  0.03073 0.10541 -0.03091 -0.02711 0.00000

JGT 0.65995 0.61571 0.69043 0.51850 0.48859 0.48581 0.00000

PNT 0.71836  0.63520 0.71698 0.51832 0.46485 0.46742 -0.14776 0.00000



Tabla 8. Analisis Molecular de Varianza (AMOVA) para las poblaciones de gorgojo de

los Andes de la region Amazonas.

Fuente de Sumade  Componentes % de o N
L d.f. - .~ Indices de fijacién
variacion cuadrados de varianza  variacion
Entre poblaciones 9 66.549 0.94985 Va 28.03 Fcr=0.31144
Denrodelas 49 184085  2.15388Vb 7197  Fer=0.30563
poblaciones
Total 88 251.534 3.10373
IV. DISCUSION

La ocurrencia del gorgojo de los Andes (tradicionalmente asociado al género
Premnotrypes) se ha registrado en varias regiones andinas de Sudamérica,
encontrandose distribuido también en la region de Cajamarca y Amazonas
(Alcéazar, 2002; Kiihne, 2007; Pérez-Alvarez et al., 2010; Tineo, 2019). La
expansion del gorgojo de los Andes hacia nuevas areas se ve facilitada por el
comercio e introduccion de tubérculos de siembra (Cao et al., 2019; Bessette
etal., 2022; Fernandez et al., 2022), expandiéndose a menudo a lugares donde
no se puede mitigar su impacto (Safiudo et al., 2021). El presente estudio ha
reportado la presencia de este gorgojo en un gradiente altitudinal (minimo:
2293, maximo: 3097.5) de la region Amazonas mediante el uso de
herramientas moleculares. Esta expansion de su distribucion podria estar
generando dificultades para su control y tratamiento (Alcazar, 2002; Pathirage
et al., 2021; Postic et al., 2021).

4.1.Analisis filogenético

El andlisis filogenético de este estudio confirma la presencia de 12 linajes en
una sola especie dentro de lo que se conoce como “gorgojo de los Andes” en
la region Amazonas. Segun Tineo (2019), el “gorgojo de los Andes” de
Amazonas no se encuentra inmersa en el género Premnotrypes v,
adicionalmente, es especie hermana a los géneros Artipus y Lachnopus. Tineo
(2019) sugirid caracteristicas morfologicas de este gorgojo que tampoco
serian propias de la especie de Premnotrypes vorax (larvas de tipo apodas,

aspecto robusto y curvada, color blanco cremoso). El gorgojo de los Andes
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comprende 12 especies que pertenecen al género Premnotrypes (analogos
morfolégicamente en estado larvario), y 2 especies que pertenecen a los
géneros Rhigopsidius y Phyrdenus (Anexo Al), cuya ocurrencia se encuentra
por debajo de los 2000 msnm (Kuhne, 2007). Asi mismo, estas especies se
alimentan de las raices de los tubérculos generando pérdidas minimas en los
cultivos (2-10 %) (Alcazar, 2002; Kroschel et al., 2020). Estos hallazgos
sumados a la caracterizacion molecular del presente estudio sugieren que el
gorgojo de los Andes de la region Amazonas podria pertenecer a una especie

distinta de Premnotrypes vorax y probablemente una nueva.

La presencia de los 12 linajes dentro del concepto de gorgojo de los Andes
sugiere una gran variabilidad genética (Janes & Batista, 2016) que puede ser
explicada por el flujo de genes debido a factores antropogénicos (como
expansion de la poblacion, sobreexplotacion del suelo e intercambio y
comercializacion de tubérculos) y genéticos (como mutaciones aleatorias,
deriva genética y seleccion natural) (Giardina, 2013; Wang et al., 2017;
Bessette et al., 2022). Sin embargo, la adaptabilidad de este gorgojo a la region
Amazonas también podria atribuirse a factores, como el clima, disponibilidad
de alimento, resistencia a los insecticidas, humedad y altitud (Kroschel et al.,
2020; Denlinger et al., 2021), factores que son de predileccion para el gorgojo
de los Andes a lo largo de lugares humedos entre los 2500-4700 mshm
(Alcazar 2002). De hecho, Kroschel et al. (2020) corroboraron que las
poblaciones de gorgojo de los Andes son susceptibles a altas temperaturas
(>25 °C), mientras que las tasas de supervivencia mas altas se producen entre
los 11-15 °C. Asi mismo, se encontré6 que existe mayor abundancia de
poblaciones de gorgojo de los Andes a medida que la humedad, precipitacion
y altitud incrementan (Loayza, 2021), confirmando su adaptacion a
condiciones climaticas frias (Bragard et al., 2020). Por su parte, la regién
Amazonas se caracteriza por poseer un clima lluvioso y hiumedo que alcanza
temperaturas minimas de 11-17 °C (SENAMHI, 2023), condiciones que

estarian facilitando la adaptacién del gorgojo de los Andes.

Por otro lado, la region de Amazonas cuenta con extensas areas de cultivos de
tubérculos, por lo que la probabilidad de competencia entre especies es

minima, ademas el gorgojo de los Andes no posee enemigos naturales y/o

44



predadores capaces de controlar y reducir sus poblaciones (Rios & Kroschel,
2011; Bragard et al., 2020). Adicionalmente, esta adaptabilidad podria estar
relacionada a factores biolodgicos que intervienen en su dinamica poblacional,
tales como patrones de apareamiento, tiempo de duracién de las generaciones,

tasas de mortalidad y migraciones (Wang et al., 2017).

La region Amazonas es considerada un hotspot de biodiversidad genética y de
especies (Bush et al., 2004; MINAM, 2013). Esto se ve confirmado por los
recientes hallazgos de nuevas especies de microorganismos (Bustamante et al.
2019; 2020) y plantas (Tineo et al., 2020; 2022), y aquellos que reportan un
alta la diversidad genética de especies de la region, tales como los realizados
por Olano (2022) y Chuquizuta (2023). Sorprendentemente, el presente
estudio confirma esta elevada diversidad de linajes también en insectos. Sin
embargo, esta amplia diversidad de plagas en la regién supone limitaciones
bioticas que afectan el rendimiento de los cultivos (Philpott, 2013), sumados
al empleo de insecticidas para su control, los cuales pueden tener importantes
efectos negativos sobre la biodiversidad y servicios ecosistémicos (Zytynska
& Meyer, 2019; Skendzi¢ et al., 2021), sumado a esto la aparicién de brotes
de plagas secuendarias y la mortalidad de enemigos naturales (Denlinger et
al., 2021).

4.2.Diversidad genética

La diversidad genética es causada por la variacion del material genético e
influenciada por las tasas de mutacion, el tamafio efectivo de la poblacion, el
cambio ambiental y el flujo genético (Janes & Batista, 2016; Zhan et al., 2021;
Li et al., 2022). En este estudio, el analisis reveld una alta diversidad de
haplotipos (Hqa = 0.80439) y de nucle6tidos (Pi = 0.00587), sugiriendo que las
poblaciones del gorgojo de los Andes poseen una fuerte adaptabilidad al
medio ambiente (Elameen et al., 2020; Li et al., 2022). Esto facilita la
explosién demogréafica de las poblaciones y su propagacion a gran escala
(Zhang et al., 2019; Safiudo et al., 2021).

La mayor diversidad genética se registrd en la poblacién de San Isidro del
Maino (h=9, Hq¢ = 0.88571, P; = 0.00753, s=11) mientras que la poblacion de

Luya revel6 la diversidad genetica méas baja. Esto podria ser una
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subestimacion generada por los menores nimeros de especimenes colectados
en Luya (Ya'cob et al., 2016). Sin embargo, la gran diversidad en San Isidro
del Maino estaria influenciada por la altitud (2571-2877 msnm), debido a que
poblaciones de altitudes elevadas presentan mayor diversidad genética y nivel
de adaptacion que aquellas de altitudes mas bajas (Polato et al., 2017). Esto
sumando a la gran diversidad biolégica de San Isidro del Maino generada por
el bosque montano, pajonales y valles de la microcuenca de Tilacancha
permite una mayor diversificacion del gorgojo de los Andes em (Lozada,
2013; Ramirez, 2013, Veneros et al., 2020).

Los valores de Tajima’s D para todas las poblaciones, excepto Luya fueron
significativamente negativos (P <0.05). Esto sugiere que estas poblaciones
podrian haber experimentado un “efecto de cuello de botella” (variacion de la
estructura genética ocasionada por drasticas reducciones en el tamafio de las
poblaciones) reciente seguido de un breve periodo de expansién demografica
de la poblacion (Bergamo et al., 2020; Mayoke et al., 2020; Zhou et al., 2020;
Li et al., 2022). Este evento pudo ser causado por condiciones ambientales
deterioradas, como la ecologia de las tierras de cultivo y efectos de aplicacién
de insecticidas (Bergamo et al., 2020; Guo et al., 2020; Mabhalle et al., 2022).
En los ultimos afios, las poblaciones de gorgojo de los Andes han sido
controladas con insecticidas altamente tdxicos, como furadan, oxamil y
triazophos utilizados ampliamente en cultivos de papas (Coronado et al., 2018;
Gonzales, 2021). Adicionalmente, la gran diversidad genética del gorgojo de
los Andes puede ser consecuencia de la elevada introduccion de semillas de
papa obtenidas a través del comercio (Alcazar, 2002); tal y como se ha
reportado en el gorgojo del pimiento (Anthonomus eugenii) (Fernandez et al.,
2022) y el escarabajo de madera (Aromia bungii) (Tamura & Shoda-Kagaya,
2022).

El entendimiento de la demografia histérica de estos organismos permitira
comprender los efectos de los factores ambientales externos en desarrollo y
distribucion de estas poblaciones. Esto contribuira al desarrollo de estrategias
de control demografico de estos insectos (Zhang et al., 2019; Li et al., 2022;
Mahalle et al., 2022).
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4.3.Red de haplotipos

En este estudio, los haplotipos 1 (H1) y 2 (H2) fueron los méas predominantes
y con un mayor nimero de conexiones mutacionales. Estos haplotipos son
considerados ancestrales por esta predominancia (Mahalle et al., 2022) y la
estructura que presentan es tipico de poblaciones en expansion (Li et al., 2022)
al encontrarse distribuidos en seis poblaciones (Jalca Grande, Lamud,
Levanto, Leymebamba, Luya y San Isidro del Maino) de la Region Amazonas.
Esto fue respaldado por los valores negativos de Tajima’s D obtenidos en este
estudio (Fernandez et al., 2022). Ademas, la diversidad de estos haplotipos es
considerablemente alta en las seis poblaciones sugiriendo que las poblaciones
del gorgojo de los Andes podrian ser resultado de multiples introducciones
(Zhan et al., 2021). Por otro lado, los haplotipos 3 (H3), 13 (H13) y 16 (H16)
fueron los menos abundantes, con apenas 2 individuos. Esto indicaria que
algun tipo de simpatria estaria impidiendo el flujo genético de estos haplotipos
entre las poblaciones (Baird et al., 2021). Adicionalmente, se cree que la
escasa predominancia de estos haplotipos estaria relacionada con la altitud,
debido a que estos haplotipos se encuentran entre 2293-2500 msnm, debajo
del umbral altitudinal de adaptacion del gorgojo de los Andes (2500-4700
msnm) (Baird et al., 2021).

Los 19 haplotipos encontrados en el presente estudio muestran un nivel
elevado de haplotipos; sin embargo, se ha observado un mayor nimero en
otras poblaciones de insectos, como, por ejemplo, del gorgojo del pimiento
(44 haplotipos de Anthonomus eugenii) (Fernandez et al., 2022), del
escarabajo pulga del cafiamo (48 haplotipos de Psylliodes attenuata) (Guo et
al.,, 2020) y del gorgojo de la zanahoria (23 haplotipos de Listronotu
oregonensis) (Bessette et al., 2022). Estas diferencias se asocian basicamente
al tamafio de las areas de coleccién y al nimero de muestras encontradas en
cada poblacion (268 individuos de Anthonomus eugenii, 281 de Psylliodes
attenuata, 220 individuos de Listronotu oregonensis) (Guo et al., 2020;
Bessette et al., 2022; Fernandez et al., 2022). Probablemente, colecciones
adicionales del gorgojo de los Andes permitirian encontrar haplotipos

adicionales.
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4.4.Estructura genética

El indice de fijacion global para las poblaciones del gorgojo de los Andes de
la Region Amazonas resulto superior (Fst=0.30363) a indices de poblaciones
del gorgojo del pino (Hylobius abietis, Fst= 0.030) (Conord et al., 2006); de
insectos de arroz (Chlorops orvzae, Fst = 0.1174) (Zhou et al., 2020); de
escarabajo del frijol (Cerotoma trifurcsta, Fst=0.182) (Tiroesele et al., 2014);
y de polilla de leguminosas (Maruca vitrata, Fst = 0.13912) (Mahalle et al.,
2022). Estas estimaciones sugieren que en la regiébn Amazonas hay un alto
nivel de conectividad genética, mientras que las otras poblaciones de insectos
reflejarian bajos niveles de diversidad genética (Li et al., 2022).
Adicionalmente, entre las poblaciones de Péngote y Luya (Fst = 0.71836) se
mostraron altos niveles de diferenciacion genética, posiblemente asociados a
la distancia entre estas poblaciones (~30 km), aislamiento geogréafico (Rio
Utcubamba) y factores ambientales como la altitud (2293-2944 msnm)
(Conord et al., 2006). Por otro lado, las poblaciones con menor nivel de
diferenciacion genética (Fst = - 0.147476) fueron Péngote y Jalca Grande.
Esto podria asociarse al nUmero de haplotipos (2 y 3) comunes y al tamafio

pequefio de individuos colectados en estas poblaciones.

Los anélisis moleculares de varianza (AMOVA) confirmaron que la mayor
parte de diversidad genética del gorgojo de los Andes se encuentra dentro de
cada poblacién (71.97 %). Esto sugiere una baja diferenciacion genética entre
poblaciones, e indica que la mayor fuente de variacién podria deberse a
introducciones, factores mas locales y/o variaciones entre los individuos
(mutaciones espontaneas), en vez de aislamientos por barreras geograficas
entre las poblaciones (Zhan et al., 2021). Esto sugiere que la hipétesis de

introducciones numerosas de semillas de papa seria el escenario mas probable.

En sintesis, las poblaciones del gorgojo de los Andes de Amazonas presentan
alta diversidad y conectividad genética, que son explicados en su mayoria por
el grado de adaptabilidad que poseen, lo que facilita su propagacion y
expansion a gran escala. Cabe destacar que el Gorgojo de los Andes de
Amazonas no se encuentra dentro de la especie de Premnotrypes vorax y

probablemente perteneceria a una especie distinta. La informacion generada
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de este estudio permitira guiar el desarrollo de estrategias de control de
proteccion adecuadas contra insectos de distribucion masiva en la region
Amazonas. La taxonomia del gorgojo de los Andes es compleja y poco
estudiada en la regién, por lo que su identificacion sin duda representa un
desafio para el éxito de los planes de manejo integrado de plagas, los cuales
serdn un area importante de investigacion futura para una produccion
sostenible en regiones productoras de papa, lo que a su vez reducira la

dependencia a los insecticidas.
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CONCLUSIONES

Con el uso de herramientas moleculares, se confirmo la presencia de 12 linajes
de gorgojo de los Andes en Amazonas, lo que evidencia la gran variabilidad y
diversidad genética de insectos en la region, asociados a factores climaticos,
genéticos, bioldgicos, ambientales y antropogénicos.

La elevada diversidad de haplotipos y nucleotidos reflejan un alto grado de
adaptabilidad en las poblaciones de gorgojo de los Andes, las cuales podrian
haber experimentado un “efecto de cuello de botella” debido al constante uso
de insecticidas. Sin embargo, también se propone que esta elevada diversidad
podria deberse a la introduccion de numerosas semillas de papa infectadas.
La poblacion de San Isidro del Maino presenta mayor diversidad genética la
cual estaria influenciada por la mayor altitud (2571-2877 msnm).
Contrariamente, la poblacion de Luya tiene menor diversidad genética
asociada posiblemente a los menores niveles de altitud (2293-2500 msnm).
De los 19 haplotipos encontrados, los haplotipos H1 y H2 presentan mayor
predominancia y se encuentran distribuidos en seis poblaciones (Jalca Grande,
Lamud, Levanto, Leymebamba, Luya y San Isidro del Maino) de la region
Amazonas, indicando un alto grado de expansion.

Los haplotipos H3, H13 y H16 mostraron una baja abundancia en las
poblaciones, causado probablemente por la altitud, ya que estos haplotipos se
encuentran debajo del umbral de adaptacién del gorgojo de los Andes.

Las poblaciones de Péngote y Luya mostraron altos niveles de diferenciacion
genética asociados a la distancia entre poblaciones, aislamiento geogréafico y
altitud.
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VI.

RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar las colectas de los insectos en el mismo campo (cortar
y retirar las larvas) para evitar trasladar innecesariamente tubérculos que no
contienen insectos al area de estudio y asi minimizar expansion involuntaria
de estos organismos.

Abarcar un mayor nimero de individuos por cada poblacion para evitar
subestimaciones, con la finalidad de comprender mejor la dindmica evolutiva
de las poblaciones de gorgojo de los Andes frente a escenarios de cambio
climéatico. Ademas, se recomienda abarcar una mayor extension geografica
para comprender los patrones de distribucion y poder elegir estrategias de
control adecuadas.

Adaptar los protocolos de extraccion de ADN las muestras de gorgojo de los
Andes para maximizar la obtencion de ADN de calidad.

Se recomienda realizar monitoreos a las diversas zonas productoras de papa
de la region Amazonas con el fin de identificar mas zonas con presencia de
insectos del gorgojo de los Andes para maximizar el alcance de la
investigacion.

Identificar el flujo de obtencion de las semillas de tubérculos, debido a que
influye en la expansion del gorgojo de los Andes.

Se recomienda el uso de herramientas moleculares a otro tipo de organismos
de importancia econémica, social y ambiental, para desarrollar estrategias de
preservacion y conservacion bajo efectos del cambio climético y asociados a

amenazas resultantes de actividades antropicas.
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VIIl. ANEXOS

Tabla Al. Taxonomia del gorgojo de los andes

Order and family Tribe and Subfamily Genus and species Author
Coleop_terg: Premnotrypini: Entiminae Premnotrypes solaniperda  Kuschel (1956)
Curculionidae P, latithorax (Pierce) (1914)

P, sanfordi (Pierce) (1918)

P, pusillus Kuschel (1956)

P, piercei Alcala (1979)

P, suturicallus Kuschel (1956)

P. fractirostris Marshall (1936)

P, solani Pierce (1914)

P vorax (Hustache) (1933)

P, solanivorax (Heller) (1935)

P, clivosus Kuschel (1956)

P, zischkai Kuschel (1956)
Rhytirrhinini: Rhytirrhininae  Rhigopsidius tucumanus Heller (1906)

R. piercei Heller (1936)
ggpy;ﬁi;i}gﬂ;ae Phyrdenus muriceus (Germar) (1824)

Fuente. Kiihne, 2007

Tabla A2. Informacidn de la distribucion de haplotipos por cada muestra colectada del

gorgojo de los Andes.

Zonade o - . Altitud Coordenadas
coleccién LG Sl | Inlp EEes (msnm) latitud longitud
Leymebamba Chachapoyas G1L H1 2322 -6.708491667 | -77.79972222
Leymebamba Chachapoyas G2L H5 2322 -6.708491667 | -77.79972222
Leymebamba Chachapoyas G3L H2 2321.8 | -6.708494444 | -77.79944444
Leymebamba Chachapoyas GAL H15 2322 -6.708497222 | -77.79973056
Leymebamba Chachapoyas G5L H5 2322.6 | -6.708508333 | -77.79973611
Leymebamba Chachapoyas G6L H2 2213 -6.710336111 | -77.80313056
Leymebamba Chachapoyas G7L H2 2214 -6.710377778 | -77.80312778
Leymebamba Chachapoyas G8L H2 2310 -6.710311111 | -77.80648611
Leymebamba Chachapoyas GIL H2 2291 -6.710322222 | -77.80647778
Leymebamba Chachapoyas | G10L H2 2297 -6.710455556 | -77.80611944
Leymebamba Chachapoyas | G11L H16 2296 -6.710422222 | -77.80609722
Leymebamba Chachapoyas | G12L H2 2301 -6.7104 -77.80624722
Leymebamba Chachapoyas | G13L H1 2303 -6.710436111 | -77.80628333
Leymebamba Chachapoyas | G14L H2 2304 -6.710425 -77.80628611
Leymebamba Chachapoyas | G15L H2 2296 -6.710219444 | -77.80618333
Leymebamba Chachapoyas | G16L H2 2294 -6.710216667 | -77.80615278
Luya Luya V01 H1 2340 -6.155019444 | -77.94190833
Luya Luya V02 H2 2340 -6.155088889 -77.941925
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Luya Luya V03 H2 2339 -6.155147222 | -77.94206667
Luya Luya V04 H2 2340 -6.155397222 | -77.94193056
Luya Luya V05 H2 2294 -6.163438889 | -77.93554722
Luya Luya V06 H1 2293 -6.163441667 | -77.93546944
Luya Luya V07 H3 2293 -6.163519444 | -77.93554722
Luya Luya V08 H1 2322 -6.169858333 | -77.94231389
Luya Luya V09 H2 2321 -6.169775 -77.94228056
Luya Luya V10 H2 2324 -6.169780556 | -77.94216667
Lamud Luya L01 H2 2459 -6.126191667 | -77.96012778
Lamud Luya L02 H2 2460 -6.126144444 | -77.96011944
Lamud Luya LO3 H4 2459 -6.126211111 | -77.96010833
Lamud Luya L05 H5 2458 -6.126277778 | -77.96017222
Lamud Luya L06 H2 2399 -6.133616667 | -77.95793056
Lamud Luya LO7 H6 2400 -6.133641667 | -77.95795278
Lamud Luya LO8 H2 2390 -6.133769444 | -77.95745833
Lamud Luya L09 H2 2390 -6.133705556 | -77.95744167
Lamud Luya L10 H5 2389 -6.133786111 | -77.95738611
Levanto Chachapoyas EO01 H16 2465.4 | -6.305583333 | -77.87747222
Levanto Chachapoyas E02 H?2 2872 -6.305555556 -77.8775
Levanto Chachapoyas EO03 H5 2873.2 | -6.305527778 | -77.87744444
Levanto Chachapoyas EO4 H1 2877 -6.305694444 | -77.87763889
Levanto Chachapoyas EO5 H7 2880.6 | -6.305888889 | -77.87758333
Levanto Chachapoyas EO6 H8 2746 -6.303577778 | -77.89621389
Levanto Chachapoyas EOQ7 H1 2747 -6.303541667 | -77.89619444
Levanto Chachapoyas EO8 H5 2646.3 | -6.303577778 | -77.89621389
Levanto Chachapoyas EQ09 H1 2629 -6.310330556 | -77.89298611
Levanto Chachapoyas E10 H2 2626 -6.310466667 | -77.89309167
S.1. Maino Chachapoyas G01 H2 2800.7 | -6.320833333 | -77.86230556
S.1. Maino Chachapoyas G03 H2 2800.7 | -6.320833333 | -77.86230556
S.l. Maino Chachapoyas G04 H2 2836 -6.317063889 | -77.85284167
S.1. Maino Chachapoyas G05 H11l 2837 -6.317033333 -77.852825
S.1. Maino Chachapoyas G06 H12 2835 -6.317080556 | -77.85285278
S.1. Maino Chachapoyas G07 H1 2835 -6.317075 -77.85281667
S.1. Maino Chachapoyas G08 H5 2836 -6.317055556 | -77.85281111
S.1. Maino Chachapoyas G09 H1 2839 -6.317013889 | -77.85277778
S.1. Maino Chachapoyas G10 H8 2834 -6.3171 -77.85276944
S.1. Maino Chachapoyas G14 H2 2877 -6.328072222 | -77.88293611
S.1. Maino Chachapoyas G15 H2 2578 -6.332927778 | -77.87481111
S.1. Maino Chachapoyas G16 H13 2471 -6.332877778 -77.875025
S.1. Maino Chachapoyas G17 H7 2578 -6.332783333 -77.874725
S.1. Maino Chachapoyas G18 H14 2588 -6.333130556 | -77.87453889
S.1. Maino Chachapoyas G19 H13 2449 -6.326611111 | -77.86915278
Jalca Grande Chachapoyas JO1 H2 3075 -6.49175 -77.79805556
Jalca Grande Chachapoyas J03 H2 3085.8 -6.49225 -77.79755556
Jalca Grande Chachapoyas Jo4 H2 3076.5 | -6.491944444 | -77.79686111
Jalca Grande Chachapoyas J05 H7 3076.6 | -6.493083333 | -77.79930556
Jalca Grande Chachapoyas JO6 H2 3033 -6.490888889 -77.79725
Jalca Grande Chachapoyas JO7 H8 3097.5 | -6.491305556 | -77.79636111
Jalca Grande Chachapoyas J08 H7 3096.5 | -6.491305556 | -77.79636111
Jalca Grande Chachapoyas J10 H7 3085.8 -6.49225 -77.79755556
Jalca Grande Chachapoyas J11 H9 2524 -6.475022222 | -77.81718611
Jalca Grande Chachapoyas J12 H3 2500 -6.475005556 | -77.81718889
Jalca Grande Chachapoyas J14 H2 2673 -6.476347222 | -77.81571944
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Jalca Grande Chachapoyas J15 H2 2680 -6.476411111 -77.81565
Jalca Grande Chachapoyas J16 H1 2690 -6.476536111 | -77.81564444
Jalca Grande Chachapoyas J17 H2 2851 -6.480747222 | -77.81209444
Jalca Grande Chachapoyas J18 H2 2853 -6.480677778 | -77.81208611
Jalca Grande Chachapoyas J19 H8 2702 -6.487433333 | -77.82954167
Jalca Grande Chachapoyas J20 H10 2700 -6.48745 -77.82959444
Jalca Grande Chachapoyas | GAM2 H17 2805 -6.482553 -77.811077
Jalca Grande Chachapoyas | GAM3 H18 2808 -6.483577 -77.811184
Jalca Grande Chachapoyas | GAM4 H18 2863 -6.480505 -77.807903
Jalca Grande Chachapoyas | GAM5 H18 2853 -6.48081 -77.808718
Jalca Grande Chachapoyas | GAM6 H18 2876 -6.488397 -77.8079
Péngote Chachapoyas | GAM7 H18 2944 -6.548221 -77.788467
Péngote Chachapoyas | GAMS8 H18 2714 -6.54618 -77.805302
Péngote Chachapoyas | GAM9 H19 2522 -6.54524 -77.81128
Péngote Chachapoyas | GAM10 H18 2833 -6.545134 -77.811339
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