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Resumen

En este estudio se realizaron dos andlisis diferentes dentro del
género Dichroplus . El primero involucra un andlisis microevolutivo entre
especies de Dichroplus elongatus. Se midié entonces la variabilidad
intra e interpoblacional en siete poblaciones de Dichroplus elongatus
localizadas en las Provincias de Tucuman y de Buenos Aires utilizando
marcadores enzimdaticos y de fragmentos de ADN amplificados al azar
(RAPDs). Al estudiar la estructura poblacional por regiones (provincias) y
globalmente se observd una tendencia hacia un exceso de
homocigotas dentro de las poblaciones como se esperaria en
poblaciones subestructuradas. La diferenciacion entre poblaciones es
significativa para tres loci enzimdticos, en concordancia con lo
esperado para alelos que muestran una distribucion clinal de sus
frecuencias (Singh y Rhomberg, 1987). Hay cuatro lineas de evidencia
que sugieren causas alternativas al "contacto secundario” (interaccién
entre deriva y migracién) para explicar los patrones de variacion
direccional encontrados para dos loci en Dichroplus elongatus. En
primer lugar, si se encuentran ejes concordantes para diferentes loci, el
flujo génico en gran escala podria ser responsable de la variacién clinal
de las frecuencias alélicas; pero si, como en el caso de D. elongalus se
encuentran diferentes variables en asociacion con distintos loci
entonces se debe invocar a la seleccion, excepto que estos loci se
encuentren ligados (Barbujani 1988). Nuestros resultados apoyarian la
hipotesis selectiva ya que Aat-1 y Pep-1 estaGn comelacionados con
diferentes variables (Lat, Long, T.Min y T.Max; T.Max.Abs y T.Min.Abs
respectivamente) sin mostrar ninguna comelacién concordante con
ninguna de las nueve variables estudiadas. En segundo lugar, el
fenograma construido a partir de las distancias genéticas no se vinculan
de acuverdo con lo esperado considerando las distancias geogrdficas.
Concordantemente, la matriz de distancias geogrdficas no esta
correlacionada von la de distancias genéticas. En tercer lugar, el flujo
génico estimado seria lo suficientemente elevado como para
enmascarar las diferencias en las frecuencias alélicas si estas fueran
originadas solamente por deriva genética. Por Gltimo, el patron de
variacion encontrado se mantiene incluso al incluir poblaciones



muestreadas en distintos anos. Esto sugiere que de alguna manera la
variacion clinal encontrada es estable en el tiempo. Un gradiente
temporalmente estable debe ser mantenido por algin tipo de
seleccién, de lo contrario el gradiente desapareceria. De esta manera,
los resultados obtenidos sugieren la existencia de un probable efecto
adaptativo de algunos loci alozimicos, que estaria determinado en
Ultima instancia por variables ambientales como la temperatura minima,
relacionadas con la latitud.

A partir de los datos de variabilidad resultante del andlisis de
marcadores de ADN amplificados al azar se desprende que la
variabilidad obtenida mediante isoenzimas no difiere significativamente
de la obtenida mediante RAPDs. Si muchos de los productos de
amplificacion obtenidos mediante RAPDs representan ADN repetitivo
deberiamos esperar niveles mas altos de variabilidad con marcadores
RAPD que con isoenzimaticos. La ausencia de disparidad entre ambos
estimadores es sugerida como una posible evidencia indirecta de la
cantidad de ADN repetitivo presente en un genoma en particular. El
valor de Fst calculado a partir de RAPDs es mucho mayor que el
calculado a partir de datos alozimicos. Los primeros por ser considerados
marcadores genéticos neutros daria mas exactitud al valor de Fst
comparado con uno que surge del cdlculo utilizando loci alozimicos
que muestren alguna evidencia de no neutralidad. En los fenogramas
construidos a partir de datos de RAPDs, las poblaciones se vinculan de
acverdo con lo esperado por las distancias geograficas. Este resultado
no es consistente con los resultados alozimicos previos. Nuevamente
esto podria deberse al uso de loci enzimdaticos con una posible funcian
selectiva y reforzaria la nocién de neutralidad de los marcadores RAPD
(que dan como resultado distancias genéticas y geogrdaficas
concordantes).

Realizando un andlisis macroevolutivo se llevaron a cabo también
estudios sistemdaticos dentro del género Dichroplus a través del andlisis
de los polimorfismos para fragmentos de restriccion del ADN
mitocondrial con el fin de llevar a cabo una reconstruccian filogenética
dentro del género. Se desprende que a pesar que S. lemniscatta se
dispone naturaimente como grupo externo, tal como se esperaba de
acverdo a los datos morfolégicos, el resto de los datos moleculares
compilados no se corresponden con la clasificacion taxondmica



inferida para este grupo. La propuesta para un estudio mas exhaustivo
seria la de incluir caracteres provenientes de genes nucleares vy
comparar las filogenias obtenidas con los tres métodos, construyendo
matrices que incluyan todos los caracteres. A pesar de que los datos
moleculares superan a los morfolégicos en niUmero generalmente son
muy uniformes, dando como resultado pocos darboles. Se aplicaria
entonces la combinaciéon de caracteres, descartando la particiéon, ya
que estudios que combinen ambos enfoques pueden maximizar la
cantidad y utilidad de la informacion y darnos una vision mas
comprensible de la evolucion de los organismos.



Abstract

In this study two different analysis were performed in the genus
Dichroplus. The first one involves a micrevolution model analysis
between populations of Dichroplus elongatus. Within and between
population differentiation was measured in seven populations of
Dichoplus elongatus located in Tucumdn and Buenos Aires through
enzyme variation and randomly amplified polymorphic DNA (Rapds).
When studying population structure for two different arrangements
(divided in regions and globally) a tendency towards homozygote
excess was observed, as expectad in stuctured populations.
Differentiation between populations showed to be significant for
three loci, concordntly with what is expected for loci displaying clinal
distribution for allele frecuencies. There are four lines of evidence
suggesting causes other that secoundary contact (i.e. interaction
between migration and genetic drift) to explain the observed
directional patterns of variation for two loci in Dichroplus elongatus.
First, if concordant axes are found showing concordant oriented
patterns of gene frequencies for genetically independent markers,
this could only be accounted for by a systematic cause, such as
gene flow. On the other hand if, as in the case of Dichroplus, when
different variables are associated for different loci then selection
must be invoqued, unless these loci are linked. Our resuits support the
selection hypothesis, because Aat-1 and Pep-1 are comrrelated with
different variables (Lat, Long., Min.T. and Max.T.; Abs.Max.T. and
Abs.Min.T. respectively) showing no concordant comelation with any
of the nine variables studied. Second, the phenetic tree based on
genetic distances does not fit with the expected according to
geographical distances, as would be expected if genetic
differentiton answered solely to migration and genetic drift.
Concordantly, genetic distances are not comelated with
geographical distances. Third, the estimated gene flow should be
high enough to mask differences of allelic frequencies due solely to
genetic drift. Finally, the pattern of variation is maintained even
including populations sampled in different years suggesting that the
clinal variation is somehow temporally stable. A stable gradient must



be maintained by selection of some sort, otherwise the gradient
would have presumably eroded by now. The results obtained suggest
the existence of an adaptative effect for some allozyme loci, which
would be determined by environmental variables related to latitude.

From the variability estimates obtained from RAPD loci we can
observe that the variability derived from isozymes is simmilar to that
obtained from RAPD data. Two possible explanations for this
concordance are supplied in this report. In most species,
considerably more variation can be found to exist in terms of
nucleotide sequence changes in noncoding or repetitive DNA than
in coding DNA. If indeed many of the amplification products
represent repetitive DNA, then higher levels of variability should be
expected with RAPD markers than with allozyme ones. Would not the
disparity or similarity between both variability estimates hence
constitute an indicator of the amount of repetitive DNA present in a
particular genome?.The total Fst estimate calculated using Rapd
data yields a higher value. The fact that RAPDs are genetic markers
of relative phenotypic neutrality would grant more accuracy to this
estimate when compared to that calculated using some isozyme loci
that display clinal variation (or some evidence of non-
neutrality).Cluster analysis of Nei's genetic distances revealed an
overall agreement with the geographical location of the populations
studied . This is not consistent with the previous allozyme study where
no correspondence was found between genetic and geographical
distances. Again this would answer to the use of loci displaying clinal
variation (with a possible selective role) for the non comespondent
isozyme genetic distances and would reinforce the notion of RAPDs
as neutral markers displaying genetic distances that agree with
geographical distances.

With the purpose of reconstructing the phylogeny of the genus
Dichroplus, six species were analyzed by means of restriction
fragment length polymorphisms of mitochondrial DNA and their
patterns were compared using cladistic methods. The observed
relations are that even though . lemniscatfa is naturally located as
an outgroup - what is expected from morphological data - the rest of
the data collected do not agree with the previous taxonomic



clasification infered from morphological evidence. Further studies
should have to be performed in order to study characters from
nuclear genes and compare the phylogenies obtained with the
three methods (morphology. mitochondrial DNA and nuclear DNA).
Building matrices including all the characters, eventhough molecular
data are more numerous than morphological data these are usually
very homogeneous, resulting in very few trees. The combination of
characters should therefore be applied, ruling out character
separation. Such studies that combine the two approaches can
thereby maximize both information content and usefulness and
provide a truly comprehensive view of biotic evolution.
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| - Las especies en estudio

Las especies del género Dichroplus son habitantes
conspicuas de sabanas y praderas en las llanuras abiertas
interiores y ain pedemontanas de la region Neotropical. Ademas
de su gran potencial biético poseen una notable capacidad de
expansion, atributos que las definen como acrididos de gran
importancia econémica para la Argentina (Ronderos, 1985).
Algunas especies del género (D. elongatus, D. pratensisy se han
descripto como causantes de graves danos a las cosechas, ya
que se dlimentan de una amplia variedad de pasturas y cultivos
(Liebermann, 1944; Zapata, 1987; Sdnchez y de Wysiecki, 1983). En
los meses calurosos de 1995, seis localidades del $.O. de la
Provincia de Buenos Aires tales como; Benito Juarez, Olavarria y
Coronel Suarez fueron declaradas en emergencia debido a los
danos causados a los cultivos por diversas especies de ortopteros,
siendo la especie mdas abundante D. elongatus (Cigliano et o/,
1995).

En la actualidad hay mas de cuarenta especies descriptas
incluidas en este género. En nuestro pais se encuentran seis de los
posibles grupos de especies propuestos en revisiones taxonémicas
basadas en la morfologia (Cigliano com. pers). Asimismo, el grupo
ha sufrido modificaciones recientes en cuanto a su clasificacion

en sucesivas revisiones. Varios grupos de especies han sido



elevados al nivel de género, o bien han sido incluidas en otros
géneros. Tal es el caso del grupo de especies de Dichroplus
punctulatus que fuera transferido al género Baeacris y del nuevo
género Ponderacris creado para incluir a las especies del grupo
Dichroplus peruvianus (Ronderos y Cigliano, 1991).

Los ortépteros y especialmente los acridoideos han
contribvido en forma substancial al conocimiento actual sobre la
estructura y el comportamiento de autosomas y cromosomas
sexuales, mecanismos de mitosis y meiosis y polimorfismos
cromosomicos en poblaciones naturales.

La mayoria de los polimorfismos cromosémicos encontrados
en ortépteros comprenden rearreglos estructurales como fusiones
y fisiones céntricas y heterocromatina supernumeraria incluyendo
segmentos extra y cromosomas B (Hewitt, 1979). En el género
Dichroplus se han descripto varios casos de especiacion asociada
con rearreglos cromosémicos (Sdez y Pérez Mosquera, 1971). La
ocurrencia de inversiones pericéntricas y fusiones céntricas y en
tandem produjeron wuna amplia variedad de numeros
cromosémicos, desde el ancestral 2n= 23 (XO) al cariotipo
extremo de D. silveiraguidoi con 2n= 8 (neoXY) (Saez, 1956).

D. elongatus presenta el presunto cariotipo primitivo; sin
embargo, en poblaciones de Tucuman se detectan
polimorfismos para segmentos supernumerarios y cromosomas B

(Vilardi, 1985; Remis y Vilardi, 1986). En esta especie el cromosoma
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B produce un efecto de dosis sobre la frecuencia de quiasmas
intersticiales, que se incrementa con el nUmero de B por célula y
reducen ademas la fertilidad de los portadores ya que aumentan
la produccién de espermatidas anormales (Vilardi, 1985; Remis y
Vilardi, 1986; Loray et al, 1991). Estos resultados sugieren que la
heterocromatina no seria selectivamente neutra constituyendo un
mecanismo de regulacion de la recombinacion genética
(Clemente ef al., 1993).

Ademads de los estudios citogenéticos en el orden
Orthoptera, se estan llevando a cabo numerosos estudios
evolutivos de diferenciacién interespecifica y variacion
intraespecifica mediante la utilizacion de técnicas moleculares
(Harrison ef al., 1985).

Si bien el género Dichroplus constituye un ejemplo clasico
de especiacién cromosémica, no hay antecedentes en este
grupo acerca de estudios de variacion interespecifica usando
marcadores proteicos y/o del ADN.

Es de interés entonces utilizar a este género como un
excelente modelo para desarrolar estudios multidisciplinarios
genético-poblacionales y macro evolutivos ya que:

los polimorfiimos cromosémicos detectados a nivel
poblacional alientan la continuacién de los estudios con el objeto
de buscar posibles correlaciones con la variabiidad genética

estimada a través de distintas metodologias.
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- la evolucidn cromosdémica en el género sugeriria patrones
evolutivos que podrian contrastarse con la clasificacién basada
en criterios morfoldgicos y los datos provenientes del estudio de

marcadores moleculares.
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Il - Antecedentes sobre estudios genético-

poblacionales

a) polimorfismos enzimaticos

Para lograr estimar las divergencias evolutivas entre
diferentes organismos seria necesario estudiar las homologias de
sUs genes, ya que es de suponer que cuanto mas estrechamente
relacionados estén dos individuos mayor homologia existird entre
sus loci. Debido a la imposibilidad de realizar este tipo de estudios
para todos los loci, se han ideado otros métodos de andlisis que,
en forma indirecta, permiten estudiar las divergencias existentes
entre poblaciones y/o especies. Dado que la expresidn primaria
de un gen es la formacion de un polipéptido (Beadle y Tatum,
1941; Benzer, 1955, 1961), el estudio de las enzimas daria una
primera aproximacion al estudio del gen.

Las isoenzimas son diferentes formas moleculares de una
enzima son capaces de catalizar la misma reaccion metabdlica.

Desde el punto de vista de los andlisis genéticos es
importante diferenciar dos clases de variaciones isoenzimaticas
(Kephart, 1990). La primera, soenzimas en sentido estricto, son
polipéptidos que pueden ser codificados por mas de un locus
génico. Estas formas pueden tener distintas localizaciones dentro

de la célula o del organismo y pueden ser sintetizadas en
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diferentes etapas del desarrolio. Ademdas presentan diferencias en
sus propiedades cataliticas o reguladoras asociadas a diferencias
en su funcidon que pueden distinguirse por sus grandes diferencias
de movilidad en la electroforesis. En general todos los miembros
de una poblaciéon poseen tales formas multiples.

El segundo tipo de variacion denominada variacion
aloenzimdfica, es el que se emplea con mayor frecuencia en el
andlisis genético. Las aloenzimas son diferentes formas
enzimaticas codificadas por diferentes alelos de un mismo locus
génico que suelen diferir en muy pocos residuos aminmoacidicos.
Sus propiedades cataliticas y reguladoras son semejantes y dentro
de una poblacién exogdmica puede existir un elevado nuUmero
de formas diferentes. El patrén de expresiéon de estas formas en
cualquier individuo visualizable como un patrén de bandas en un
gel dependerd del nimero de alelo (heterocigosis) en el locus
que se trate y el nUmero de cadenas polipeptidicas o
subunidades de la que consta la enzima funcionalmente activa.

El andlisis isoenzimatico se ha convertido en una
herramienta para ser aplicada tanto en la Genética de
Poblaciones como en la Taxonomia. El hecho es que las
isoenzimas proveen una medida directa del grado de Identidad
(o Divergencia) que existe entre las poblaciones y especies

estudiadas, permitiendo elucidar afinidades entre taxones.
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Combinando la electroforesis con métodos de tincidn
histoquimicos especificos es posible distinguir una enzima entre
cientos de ellas presentes en un extracto de tejido. Hunter y
Markert (1957) desarrollaron la técnica del zimograma para
identificar las diferentes bandas (enzimas) que aparecen en el gel
luego de la tincién histoquimica. Asi, los fenotipos resultantes son
bandas de colorante que indican regiones de actividad
enzimatica o de concentracién de proteinas para las que se ha
propuesto la denominacion de electromorfos (King y Otta 1975)

Esta técnica ademas puede ser utilizada para determinar si
ha ocurrido variacién en las frecuencias alélicas a lo largo del
tiempo de existencia de una especie en particular (Benzer, 1961;
Dobzhansky y Ayala, 1973), como también a lo largo de un
gradiente geogrdafico y/o ambiental (Allard et al. , 1972; Clegg y
Allard, 1972; Hamrick y Allard, 1972,etc.)

a.1- ventajas y desventajas de la técnica

A pesar de las grandes ventajas que parece presentar este
método, existen fuentes de error inherentes a la técnica que
deben ser tomados en cuenta en el andlisis de los distintos
problemas, como ser:

1) la carga de una proteina se altera unicamente cuando

uno de sus aminodcidos es sustituido por otro de carga diferente.



Conociendo la carga de los aminodcidos Shaw (1965) y Marshall
y Brown (1975) estimaron que sélo 25 a 27% de los casos de
sustituciones alélicas serdn detectados electroforéticamente.

2) el hecho que dos enzimas tengan la misma movilidad
electroforética no necesariamente implica que sean idénticas.

3) la variacion en el patréon de bandeo puede ser inducida
por el ambiente y no reflejar diferencias en aminodcidos

4) la variacion puede ser inducida por variantes genéticas
en ofro locus (modificacibn de la proteina traducida o
postiransiafional modification) sin que se haya modificado la
relacion entre la secuencia aminoacidica y secuencia
nucleotidica original

5) la parte del genoma analizada consiste solo de loci
codificantes de proteinas

é) alguna variacién genética puede no ser identificable
(mutaciones silenciosas).

7) la variacién puede ser selectivamente neutra.

8) algunas variantes estan presentes sélo en ciertos tejidos o
estadios de vida.

9) los ensayos extensos de enzimas particulares son a

menudo costosos y consumen mucho tiempo.

Esta técnica tiene por otro lado numerosas ventajas

(Hedrick 1983):



1) permite estudiar muchos loci que se qjustan en su
mayoria a la genética mendeliana

2) puede ser aplicada en casi cualquier organismo incluso
aquellos en los que no se tiene informacian de su sistema
genético

3) los loci son generalmente codominantes, de modo que
se pueden visualizar los heterocigotas

4) las estimaciones de los niveles de distribucion de la
variaciéon genética se pueden comparar directamente entre
poblaciones o especies relacionadas o no relacionadas

5) aporta buenos marcadores para estudios sobre
clasificacion, ecologia de poblaciones, sistemas de reproduccién,
etc

Podemos agregar que:

6) los loci isoenzimaticos se pueden analizar utilizando
pequenas cantidades de material (normalmente la cabeza o
medio torax del saltamontes)

7) los loci isoenzimaticos pueden aproximarse a una muestra
aleatoria de genes estructurales, independientemente de su
variacion.

Pese a sus limitaciones, el andlisis de un conjunto de loci
isoenzimaticos elegidos al azar es aceptable para conocer el
grado relativo de la variabiidad genética en poblaciones

naturales. La estimacién de esta variabiidad tiene una
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importancia extraordinaria a nivel bdsico en los estudios genéticos
y evolutivos (Lewontin, 1974).

Quizds, la mas significante de todas las propiedades de las
isoenzimas es la base genética simple de la mayoria de los
polimorfismos (generalmente exhiben herencia mendeliana,
expresidon codominante y ausencia de interacciones pleiotropicas
y epistaticas).

"A pesar de la redundancia del Cddigo Genético y la
posibilidad de sustituciones de aminodcidos que no afecten la
carga total de la proteina, los cambios en la movilidad
electroforética de Ilas enzimas proveen un método
extremadamente 0til para evaluar diferencias genéticas entre
grupos. Los hallazgos mas recientes de intrones dentro de los
genes estructurales y la existencia de familias multigénicas para
muchas proteinas no han debilitado la propiedad de los
polimorfismos isoenzimaticos para servir como una medida directa
de la variacién en la secuencia del ADN dentro y entre genomas”
(Weeden y Wendel, 1989).

Cada vez mdés, desde los comienzos de la aplicacién de
técnicas electroforéticas, genetistas de poblaciones y
evolucionistas se han interesado por el significado bioldgico de la
variacion polimérfica en la estructura primaria de las proteinas
(Lewontin, 1979; Nei, 1975; Nevo ef al, 1984). Sin embargo, a pesar

de los numerosos estudios que probaron la existencia casi
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universal de un amplio polimorfismo proteico en las poblaciones
naturales, se planted una dicotomia entre los puntos de vista que
consideran el significado bioldgico de esta diversidad genética:
los modelos de seleccion (Ayala, 1977; Milkman, 1978; Clarke,
1979) versus neutralidad (Kimura, 1968; Kimura y Ohta, 1971; Nei,
1975).

El significado adaptativo de los polimorfismos cromosdmicos
fue ampliamente discutido (White, 1973; Dobshansky ef a/, 1980;
Templeton, 1981), mientras que la funcidén de la variabilidad
alozimica en la adaptacion ambiental y la evolucidén no esta
completamente resuelta (Colgan, 1989,1992; Altukhov, 1991;
Woodwork et al., 1992).

Se hicieron muchos intentos para resolver este enigma.
Cada una de las metodologias empleadas para probar uno u
otro modelo tiene sus ventajas y desventajas "pero solo los
esfuerzos multidisciplinarios combinados pueden Ultimamente
iluminar las oscuras interacciones de las fuerzas que estan
operando, y el significado adaptativo de un polimorfismo

enzimatico" (Nevo, 1984).

b) polimorfismos de ADN amplificados al azar

En los Ultimos anos se han desarrollado técnicas basadas en

la "Reacciéon en cadena de la polimerasa” (PCR) utilizando
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cebadores o "primers" arbitrarios (Williams et af, 1990). Esta técnica
permite la evaluacién de la variabilidad genética sin ningin
conocimiento previo de la secuencia a utilizar (Williams et al,

1990; Welsh y Mc. Clelland, 1990; Hadrys, 1992).

b.1- ventajas y desventajas de esta técnica

El atractivo de este método radica entonces en su sencillez
técnica y conceptual. Se necesitan cantidades del orden de
algunos nanogramos del ADN a amplificar usando
oligonucledtidos sintéticos de secuencias aleatorias. Las
condiciones del protocolo de amplificacion difieren de las de la
técnica de PCR convencional en que se Uutiliza un Unico
oligonucledtido cebador o prime’’ al azar sin  ningln
conocimiento previo de la secuencia del genoma a analizar
(Erlich, 1989). Cuando el cebador o "prime’ es pequeno (10
bases) hay una alta probabilidad de que el genoma contenga
varios sitios homologos a este, situados en cercania y que estén
en posiciones invertidas. Asi el uso de marcadores RAPD
detectados por PCR de pequenas repeticiones invertidas
distribuidas en todo el genoma agrega una nueva tecnologia al
andlisis molecular de las relaciones entre genotipos.

El nOUmero y el tamafo de las bandas obtenidas depende

de la longitud y secuencia de ese Unico pequenho cebador o



‘primer’  arbitrario. El perfii de productos de amplificacion
depende entonces de la combinacién templado-primer y es
reproducible para cada combinacién (Hadrys ef al. , 1992). Los
polimorfismos en los sitios de homologia con el cebador o ‘primer
resultan en diferentes perfiles de amplificacion, detectados por la
presencia o ausencia de fragmentos. Estos polimorfismos son de
herencia mendeliana y pueden ser utilizados como marcadores
genéticos.

Las desventajas que presenta este método es la necesidad
de la utilizacion de controles para comprobar la veracidad de las
bandas obtenidas y la repatibilidad de los patrones ya que al ser
los cebadores de secuencias no especificas sino azarosas las

muestras son muy sensibles a la contaminacion.

b.2 - aplicaciones de este método

Este método de amplificacién al azar de fragmentos de
ADN ha sido utilizado con éxito para distintos propositos entre los
que se pueden mencionar: para detectar variacién entre: cepas
de bacterias (Welsh y Mc Clelland, 1990), de ratas (Welsh et al,
1991), de Gliciridia (Chalmers ef al., 1992); también entre especies
muy relacionadas de saltamontes (Chapco ef al ,1992), de
Aspergili (Megnegneau ef al. , 1993), de cacao (Russell ef al,

1993) y entre especies de protozoos pardsitos (Tibayrenc ef al,
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1993). También fue de gran utilidad para discriminar entre tres
especies salvajes cultivadas y varias semiespecies de peces de
importancia comercial (Bardakci y Skibinski, 1994) asi como para

realizar estudios de mejoramiento e identificacion de cultivares

(Waugh y Powell, 1992).
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c) - Objetivos de los estudios poblacionales

1 - El principal objetivo de estos estudios es el de contrastar
los principales modelos que explican la variabilidad genética
analizando para esto distintos sistemas enzimdaticos en
poblaciones de Dichroplus elongafus situadas en diferentes
provincias biogeogrdficas, y coleccionadas a lo largo de un
gradiente geogrdfico.

2 - Con el objeto de detectar posibles variaciones clinales
de la variabilidad enzimdtica y discutir su significado en el marco
de las distintas teorias evolutivas, se estudiaron entonces las
posibles relaciones existentes entre las frecuencias alélicas vy
variables geogrdficas y climdticas. También se analizd la
repetibilidad espacial y temporal de estos patrones de variacién
lo cual constituye una herramienta Util para detectar efectos
adaptativos de las variables alozimicas (Endler, 1977).

3 - Se estmd la diferenciacién genética entre las
poblaciones y el flujo génico entre ellas con el fin de evaluar la
estructura genética de las mismas y la distribucion de la
variabilidad.

4 - Considerando que el advenimiento de las técnicas
moleculares aumenté mucho la capacidad potencial de
obtencion de datos provenientes directamente del ADN se

encard una estimacion de la variabiidad de las mismas
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poblaciones mediante una técnica potencialmente mas sensible:
la amplificacion al azar de fragmentos de ADN "Rapds”. El objetivo
de la inclusidn de esta técnica fue el de contrastar los resultados
e hipdtesis propuestas a partir de los datos de polimorfismos

enzimaticos.



il - Antecedentes sobre estudios macro-

evolutivos y sistematicos

a) La clasificacion biolégica

La sistematica es la ciencia de la diversidad bioldgica, y una
de sus principales finalidades es construir clasificaciones de los
seres vivos. La clasificacion bioldgica por su complejdad y
extencién no tiene equivalente con ninguna otra disciplina (Crisci,
1978). Sin embargo, existen diversas opiniones respecto a los
objetivos de dicha clasificacion (ver por ejemplo Heywood, 1975).
La idea todavia sostenida por algunos sitemdticos es la de
adjudicar a la clasificacion biolégica una funcién de inventario. Si,
por el contrario, la colocamos dentro del dmbito de la cienciaq, su
propdsito primordial seria el aumento del conocimiento acerca
de los organismos y una comprensidn mas profunda de sus
propiedades, semejanzas, diferencias e interrelaciones. De alli
resulta que la clasificacion bioldgica es una ciencia tedrica, con
una gran dosis de descripcidn, pero no puramente descriptiva.
Podemos concluir que su objetivo es “e/ conocimienfo, no de fal
o cual organismo en particular sino de las leyes generales que los
rigen y de las relaciones causales existentes enfre ellos. De alli que
una clasificacion biologica serd 'mejor’ que ofra en la medida

que sugiere mds leyes cienlificas y conftibuye mejor a la
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formulaciom de hijpdftesis explicativas. Una buena clasificacion
biologica es fecunda como principio organizador de nuestro
conocimiento” (Crisci, 1977).

La mejor clasificacion sera la mas estable, la mas robusta, la
mas predictiva. Entendiendo por estable, que no se modifica en
forma profunda por la adicion de nueva informacién; por robusta
que no se modifica por la adicion de nuevas entidades y por
predictiva que una propiedad conocida para la mayoria de las
entidades de un grupo estd garantzada con una gran
probabilidad de que exista en aquellas entidades de ese grupo

todavia no examinadas para esa propiedad (Crisci, 1977).

b) Las escuelas sistematicas

A partir de la década del 50 comenzdé una etapa de
profundizacién de los principios de la clasificacién biolégica que
dio lugar a una controversia entre tres escuelas que proponen
diferentes filosofias y metodologias: el feneticismo, el cladismo vy el
evolucionismo (Crisci, 1977; Lanteri, 1989).

El concepto central de la sistemdtica filogenética o
cladismo es el uso de caracteres derivados o apomoérficos para
reconstruir las relaciones ancestrales comunes y el agrupamiento

de taxa basados en ancestros comunes. Existen otras dos
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maneras de establecer relaciones entre taxa: sistemdtica
tradicional y feneticismo.

Los métodos sistemdticos tradicionales emplean los
conocimientos previos acumulados. En términos practicos, dan
peso relativo a los caracteres. Resulta dificil evaluar el significado
evolutivo de grupos clasificados utilizando estos conocimientos ya
que no conocemos las razones por la que fueron creados ni si
representan algo real en la naturaleza. Ya que estos grupos
pueden estar definidos por caracteres que no tienen un
significado evolutivo, estos grupos pueden ser considerados
“artificiales”.

Los estudios fenéticos intentan utilizar un método empirico
para determinar relaciones taxondomicas. En la prdctica los
algoritmos utilizados se concentran en reflejar la similitud global
de los organismos en cuestion. Los organismos que aparecen
como mas similares se agrupan sin tener en cuenta los resultados
de evolucion convergente o paralela, creando nuevamente
grupos posiblemente "artificiales”.

Los estudios filogenéticos difieren de la sistemdatica
tradicional en que emplea métodos empiricos para reconstruir
flogenias y principios estrictamente evolutivos para formar
clasificaciones. Difiere de los métodos fenéticos en que busca
encontrar las relaciones genealdégicas entre las taxa en estudio

mads que las relaciones fenéticas o de similitud. Esta teoria sostiene
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que la clasificacion biolégica debe basarse en la filogenia
(historia evolutiva) de los organismos, de alli que se la reconoce
también como el enfoque genealdgico.

Los criterios para aplicar esa teoria son los siguientes:

1) Cada grupo o taxén a formar debe ser monofilético, es
decir que todos sus miembros comparten entre si un antecesor
comun mas reciente que con cualquier otro miembro de algin
otro grupo de igual rango.

2) Se eligen caracteres (atributos) en los cuales se puede
determinar el estado primitivo (cercano al origen) versus
evolucionado.

3) Se establece la secuencia de ramificaciones del arbol
genealogico y la posicion relativa en el tiempo de esas
ramificaciones. Este paso se concreta con la ayuda de los
caracteres elegidos y de fosiles (cuando existen).

4) Se forman grupos en base a la poseciéon de caracteres
evolucionados en comun, el monofiletismo y la cercania
temporal con un antecesor comun.

5) La categoria taxondmica de acuerdo con la jerarquia
linneana, asignada a cada grupo en relacién directa con su
desprendimiento en el tiempo de otra linea evolutiva
(ramificaciones).

Se intentan descubrir entonces, las relaciones de

ascendencia comun, indirectamente en la forma de caracteres
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derivados compartidos  (sinapomorfias). Estas  relaciones
representan mediante un diagrama jerdrquico ramificado
(cladograma), una reconstruccidn de las relaciones
genealdgicas. Los grupos que se representan son considerados
"naturales” (Wiley et al., 1991).

De acuerdo con los principios de la Sistematica filogenética
o Cladismo, tanto las especies como los taxones de rango
superior existen en la naturaleza mas alld de la habilidad del
taxbnomo para reconocerlos. El cladismo provee una
metodologia que permite poner a prueba la existencia de las
especies bioldgicas. Aquellas especies que no estan
caracterizadas por "autoapomorfias” (novedades evolutivas no

compartidas) son especies dudosas (Lanteri, 1995).

c) Caracteres morfolégicos y moleculares

Debido a gue los organismos bajo estudio tienen una Unica
historia, los estudios sistematicos de cualquier grupo de caracteres
genéticamente determinados debe ser congruente con otros
estudios basados en diferentes grupos de caracteres en los
mismos organismos. La congruencia entre estudios es una fuerte
evidencia de que se ha descubierto el patrén histérico
subyacente y de que la filogenia propuesta es exacta (ver Penny

y Hendy, 1986). Por otra parte, que los resultados estén en
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conflicto puede indicar problemas tedricos 6 de procedimiento
en uno 6 ambos andilisis, 6 puede indicar que se necesitan datos
adicionales para resolver las relaciones filogenéticas en cuestion
(Hillis, 1987).

En las Ultimas dos décadas, debido al progreso de los
estudios moleculares de problemas sistemadticos, se ha
precipitado el debate entre el campo de la morfologia
tradicional y el molecular. En la practica el ideal de la perfecta
congruencia no es frecuentemente alcanzado. Las filogenias
estimadas a partir de grupos de caracteres diferentes algunas
veces difieren en detalles y otras veces contfienen grandes
discrepancias (Swofford, 1991).

Las técnicas morfologicas y molecurales tienen cada una
ventajas particulares para la reconstruccién filogenética. Las
morfolégicas pueden ser aplicadas a una enorme variedad de
materiales fésiles y de museo, y una gran porcién de los
organismos  continuard siendo  estudiada primaria o
exclusivamente a partir de informacion morfolégica. Por otro
lado, el tamano potencial de los grupos de datos moleculares es
increiblemente extenso y cuando sea utilizado en su totalidad
puede proporcionar un informe detallado sobre la historia
evolutiva de los individuos.

Muchos investigadores estdn agregando a sus estudios los

datos moleculares. "Utilizo métodos tradicionales en mis
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investigaciones pero las preguntas en las que usualmente estoy
interesado suelen ser respondidas mads facimente con la
tecnologia moderna como el andlisis de ADN" (Graves en
Gibbons, 1991).

Ademads de los métodos clasicos basados en la morfologia,
las estimaciones de relaciones genéticas entre organismos se han
derivado de numerosas mediciones bioquimicas siendo las
comparaciones electroforéticas las mdas Utiles para especies
cercanas. Como se menciond anteriormente (pag. 17) si bien la
electroforesis de isoenzimas ha probado ser muy Ut ya que
provee rdpido acceso a grandes cantidades de datos, esta
técnica detecta sélo la cuarta parte de todas las diferencias de
aminodacidos entre proteinas. Ademds no tiene en cuenta los
cambios que ocurren en secuencias reguladoras del ADN o que
no codifican para proteinas (Upholt, 1977). Un método alternativo

se basaria en determinaciones directas sobre los Gcidos nucleicos.

d) La molécula elegida

El ADN mitocondrial estd siendo utilizado cada vez con mas
frecuencia como marcador de la variacion genética dentro y
entre poblaciones y para estudios filogenéticos de especies
relacionadas (Avise ef al, 1979; Brown y Simpson, 1981; Brown ef

al., 1982; Latorre ef al,, 1986 y Fos ef al., 1990).
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Dado el incremento en el uso del ADN mitocondrial en
estudios evolutivos, es particularmente importante comprender la
dindmica de las moléculas de ADNmt en organismos individuales
para poder interpretar correctamente los patrones de variacion
en poblaciones naturales (Harrison ef a/., 1985).

Los estudios de ADNmt en animales han revelado altos
niveles de variacion intraespecifica y diferenciacion sustancial
entre especies relacionadas (Avise ef al., 1979; Brown ef al., 1981;
Brown y Simpson, 1981; Lansman ef al., 1983; Avise ef a/., 1983). El
genoma mitocondrial de animales en general consiste en una
Unica molécula de ADN circular, denominado ADNmt, de tamano
pequeno. Existen dos caracteristicas que distinguen a los genes
de genomas de organelas de los del genoma nuclear: 1)
herencia materna, 2) segregaciéon vegetativa.

La replicacién y division de organelas y por lo tanto de sus
genomas, engeneral estd bagjo un control relajado y puede ser
considerado como un fendmeno estocdastico. La utilidad de las
variaciones en el tamano de la molécula como marcador en
estudios de estructura poblacional a corto plazo, depende de
nuestro conocimiento de las tasa de mutacién y las reglas de
transmision para el ADNmt (Harrison ef al,, 1987).

Por otra parte, la similitud genética entre los ADNmt de dos
poblaciones cualesquiera puede ser estimada por la proporciéon

de fragmentos de restriccion que comparten. El andlisis de los
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patrones de restriccion del ADNmt puede ser entonces una de
las técnicas mds sensible que pueden ser utilizadas para
reconstruir  las relaciones evolutivas entre  poblaciones
coespecificas (Latorre et al, 1986). Los cambios en el genoma
mitocondrial también pueden ser utilizados para detectar
patrones de antecesores comunes entre especies (Barton y Jones,
1983).

En poblaciones de Drosophila subobscura del Viejo Mundo
se encontré que el flujo génico es mucho mayor cuando se
consideran los genes nucleares -calculado con datos de alozimas

que cuando se considera el ADNmt. El flujo génico es
suficientemente grande como para crear condiciones de
panmixia para marcadores nucleares neutros y suficientemente
pequeno para el ADNmt como para permitir una diferenciacién
genética efectiva. En este caso los genes mitocondriales divergen
mas extensamente en poblaciones subdivididas que los genes
nucleares (Latorre ef al., 1990).

El ADNmt ya ha provisto interesantes datos sobre Ia historia
evolutiva de animales y plantas (Barton y Jones, 1983).

Se estd utilizando en este momento también para el andlisis
de patrones de colonizacién en la mosca de la fruta Ceratitis
capitata (McPheron et al, 1994).

En especies de grillos se encontré falta de concordancia

entre la variacién presente en el ADNmt y las divisiones entre
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especies definidas por morfologia y alozimas (Harrison et al, 1987).
Esto resalta la importancia de los estudios genético-moleculares
para completar una clasificacion taxondmica previa.

Estudios que combinen ambos enfoques pueden maximizar
la cantidad y la utilidad de la informacién y darnos una vision mas
comprensible de la evolucién de los organismos (Hillis, 1987).

Dentro de los estudios que utilizan ambas técnicas podemos
mencionar la contribucidon realizada sobre el género Aramigus
Horn, el cual incluye lingjes partenogenéticos poliploides como asi
también poblaciones bisexuales, para cuyo tratamiento se
emplearon no solo caracteres morfoldégicos, sino también
secuencias de ADN mitocondrial (Normark y Lanteri, en prensq).
Dado que las especies partenogenéticas son las mds perjudiciales
para los cultivos, los estudios basados en las evidencias
morfoldgicas y moleculares en forma conjunta pueden contribuir
a resolver problemas de entomologia aplicada (Lenney Williams,
1994). Por ejemplo, en el trabajo citado precedentemente se
demostrd el origen geografico de una especie de Curculionidae
plaga de pasturas, que fuera introducida en Nueva Zelandia
desde la Argentina. Esta informacién resulté particularmente
importante para la buUsqueda de enemigos naturales que

permitan implementar métodos de control biolégico.
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e) Objetivo de los estudios interespecificos

Toda aproximacién cientifica a la conservacion,
explotacién o control de recursos genéticos tanto animales como
vegetales requiere un conocimiento de la cantidad y distribucion
de la variabilidad genética. Los esfuerzos de control biolégico
realizados o a readlizar sobre grupos de especies fitéfagas
dependen en gran medida del conocimiento de los patrones de
migracion asi como de su historia de relaciones evolutivas. Para
estos fines se han utilizado hasta el momento caracteres
morfolégicos que han aportado una gran cantidad de
informacion. En casos de géneros que presentan dificultades
debido a su complejidad y al gran nUmero de especies que lo
componen es interesante incluir en los estudios técnicas
moleculares cuyo mayor beneficio es el enorme nUmero de datos

que aportan.

Dada la gran utilidad de la combinacién de ambos tipos de
caracteres se ha encarado un estudio taxondmico del género
Dichroplus incorporando técnicas moleculares a los estudios
sistematicos de acrididos (Orthoptera:Acrididae) con el fin de
reconstruir los arboles filogenéticos en el género Dichroplus. Esto
permitird complementar la informacién proporcionada por los
métodos tradicionales (utilizando los datos morfoldgicos ya

recopilados en estudios previos realizados por los Dres. Ronderos y
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Cigliano 1991). En este andlisis se podra evaluar el grado de
conguencia de los resultados obtenidos con ambas técnicas, por
lo que constituiria un aporte interesante para la resolucién de los
problemas taxonémicos y flogenéticos de este grupo.

En el caso especifico del género Dichroplus se utilizaran las
relaciones filogenéticas obtenidas para comprobar varias
hipotesis.

Debido al gran numero de especies incluidas en este
género y basdndose en estudios morfoldgicos exhaustivos se han
encontrado evidencias suficientes para elevar a un grupo de
especies a la categoria de género. El grupo de especies
anteriormente denominado como D. punctulatus constituye
ahora el género Baeacris n. gen. (Ronderos y Cigliano, 1991). Al
andlizar la posicion relativa de este grupo de especies con
respecto a la especie de la misma familia tomada como grupo
externo (outgroup), Scotussa lemniscafa, y con respecto a los
otros grupos incluidos en el andlisis se podrd poner a prueba la
repetibilidad de esta separacion.

Otro de los objetivos de este andlisis es comprobar la
inclusion dentro del mismo grupo de especies (grupo
maculipennis) de las especies Dichroplus elongafusy D. prafensis,
utilizando nuevamente la posicidn relativa de estos dos taxones

en el cladograma resultante.
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Un tercer proposito de la presente investigacion es estudiar
la cercania relativa del grupo externo “outgroup” con respecto a
la especie que en la actudlidad, en base a morfologicos, se
considera mas relacionada con él (Dichroplus bergir).

Por Ultimo, el objetivo mas importante del presente estudio
es obtener evidencias que nos indiquen si el origen de este grupo
de especies fue a partir de un Unico ancestro comuin
(monofiletico) o por el contrario, como indicarian los datos
morfoldgicos obtenidos hasta el momento, de caracter polifiético
(Cigliano com. pers.).

El interés econdmico que reviste este género hace que el
conocimiento de patrones evolutivos y de colonizaciéon sean un
componente importante a tener en cuenta en futuras campanas

de control y erradicacion (Carey, 1991; Miller, 1992; Abate, 1993).
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I-Electroforesis de isoenzimas

a) Materiales

Se analizaron isoenzimaticamente en una primera etapa seis
poblaciones naturales de Dichroplus elongatus que reciben el nombre
de la localidad mdas cercana al lugar donde fueron coleccionadas en
la Provincia de Tucumdn: Raco (RA), Tafi Viejo (TV), Horco Molle (HM) y
Timbé (T). También se analizd una poblacién de la localidad de
Ingeniero Maschwitz (IM), Provincia de Buenos Aires.

Se analizaron luego, en una segunda etapa, otras dos
poblaciones naturales de Dichroplus elongatus. Famailld (FA) vy
Escobar (ES) coleccionadas durante 1993 y situadas en las provincias
de Tucumdan y Buenos Aires respectivamente. Estas dos poblaciones se
agregaron con el objeto de aumentar la informacién en ambas
regiones. Las poblaciones estudiadas estan situadas a lo largo de

gradientes geogrdficos (Fig 1, Tabla 1).

Figura 1. Mapa que ubica las localidades donde se coleccionaron
ejemplares de Dichroplus elongatus. RA: Raco; HM: Horco Molle;
TV: Tgfi Viejo; Tl: Timbo; FA: Famailla; IM: Ingeniero Maschwitz; ES:
Escobar.
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Tabla 1: Tabla de datos meteorolégicos y localizaciéon geogrdfica de las localidades
muestreadas. Se indica para cada poblacidon N: numero de individuos
analizados y el ano en que fueron coleccionados. Los datos climaticos
fueron obtenidos del Servicio Meteorolégico Nacional.

RA HM v Ti FA M ES
Temp.Max.Abs 36 42,8 42,4 42,1 41,8 40,6 40
Temp.Max. 19.6 25,2 25 25,7 25,2 22,4 22,2
Temp.Min.Abs. -5,2 -38 -3.2 -2,7 -4 -3.9 -4,2
Temp.Min. 11,4 13 13 143 12,8 11,6 11,2
Hum.Rel.% 75 76 72 72 77 71 69
'Preclp.(mm) 1620 1050 1000 1165 1298 1001 1000
Longitud(O) 65°23 65°19 65°46 65°09 65°15 58°45 57°35
Latitud(S) 26°39 26°48 26°45 26°43 27°01 34°37 34°41
N 40 30 30 29 34 40 28
Afio de 1991 1991 1991 1990 1993 1992 1993
icolecclon
b) Métodos

b.1- puesta a punto

Se realizd la puesta a punto de la técnica de electroforesis de

isoenzimas para la especie Dichroplus elongafus. Muchos de los

ensayos dieron resultados negativos debido a que la enzma en

estudio no presentaba actividad en ese sistema de soluciones, o

porgue los resultados obtenidos no eran repetibles (las bandas eran

demasiado tenues o borrosas dificultando su interpretacion). Se

procedié entonces a la utilizacion de otra solucién.




45

Tabla 2: Tabla de soluciones ensayadas durante la puesta a punto de la
técnica.

Sistema Solucién ensayada

| AAT Aspartato amino transferasa Borato de Litio ph=7,4
Tris borato ph=8,6 *

MDH Malato deshidrogenasa Poulik ph=7.9
Tris citrico ph=7 *

1SOD Superoxido dismutasa Poulik ph=7.9
Borato de Litio ph=7,4
| EST Esterasas Poulik ph=7.9
' Tris Maleico ph=7,4 *
'PEP  Peptidasas Tris borato ph=8,6 *
'ME Enzima mdlico Tris citrico ph=5,8 *
'LDH Ldctico deshidrogenasa Tris maleico ph=7.4 *
'MNR Menadione reductasa Tris citrico ph=7 *

'ODH Octanol deshidrogenasa Tris borato ph=9 *

(el * senala las pruebas positivas)

fosfato

Algunos sistemas isoenzimdticos: Glucosa -6
deshidrogenasa (6PGD), Glutamato deshidrogenasa (GDH), Alcohol
deshidrogenasa (ADH), Fosfo glucosa isomerasa (PGl), Isocitrato
deshidrogenasa (IDH), Nicotinamida adenina deshidrogenasa (NADH)
no resolvieron en ninguno de los sistemas de soluciones ensayados y
por lo tanto fueron excluidos de este estudio.

Asimismo se encontré que algunos sistemas resuelven mejor si se
utiliza la cabeza del saltamontes para el extracto como en el caso de
AAT, mientras que otros sistemas lo hacen mejor si se utiliza la pata

(LDH y PEP).
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b.2. - métodos isoenzimaticos utilizados

Se logré la puesta a punto de un total de diez sistemas
isoenzimdticos: Malato deshidrogenasa (MDH), Enzima madlico (ME),
Octanol deshidrogenasa (ODH), Superdéxido dismutasa (SOD),
Aspartato amino transferasa (AAT), Ldctico deshidrogenasa (LDH),
Menadione reductasa (MNR), Esterasas (EST), Peptidasas (PEP) vy
Aminopeptidasas (AMP) (los sistemas marcados con asterisco en la
tabla 2 son los explicados con detalle en la tabla 3 adjunta y todos
fueron extraidos de Shaw y Prassat, 1970 [1]. Schaal y Anderson 1974
(2] y Ayala et al. 1974 [3]).



Tabla 3: Lista de enzimas, sistemas de buffer y técnicas de tincion.

IEnzlma Solucién de cubas y de gel Tincién
{AAT jCubas: Tris 0,18 M [1]
! ‘ Acido bérico 0,1M
'. Edta 0,004M
! ! pH=86
Gel: 1 sol. cubas: 3 agua :
PEP igual que AAT [2] :
iME Tris citrato pH= 5,8 [2] [1]
'MDH Tris citrato pH=7 [2] .
([2), sist de sol. I) !
‘LDH iTris maleico pH= 7.4 [ 2] sustr. lactato de Na
i([2], sist de sol XVIII)
EST igual que LDH [2]
'SOD Sol. discontinuo de [ 1] [3]
X Cubas: Borato de Litio pH=7,4 !
j Gel:  Tris citrato pH= 8,2 j
:MNR iCubas:Tris 0,13M Tris HCL 0,05M i
Acido citrico 0,43M MTT  0,6mM i
pH=7 NadhNa; 0,4mM i
Gel: 1 soi. cubas:3 agua Menadione Na Bisulfite 0,07mM ?
; PH=7 E
ODH Tris borato pH= 9 [4] i

i([4), sist. de sol. B
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Los extractos enzimdticos se realizaron homogeneizando la

cabeza, torax eviscerado o pata del saltamontes en una soluciéon de

extracciéon Tris-HCL 0,1 M ph= 7,1 y luego centrifugando a 7000 rpm

durante 10 minutos.

Se empled la técnica de eletroforesis horizontal en geles de

poliacriamida al 7% en la que se siembran papeles de filtro

embebidos en el sobrenadante y se someten a un campo eléctrico



(100 V). Se utiliza el azul de bromofenol como marcador de frente con

el objeto de determinar las movilidades relativas (MR).

Rf= dist recorrida por Ia banda en estudio x 100 =
dist recorrida por el azul de bromof.

Las corridas llevan entre 3-5 horas luego de las cuales se
procede a la tincién del gel.

Para AAT, SOD y MNR se mezclan los polvos colorantes con el
sustrato en la solucién de tincidn y se agregan sobre el gel.

Para el sistema EST los sustratos utilizados (a - naftil acetatoy B -
naftil acetato) se solubilizan en 3 ml. de acetona y se agregan sobre
el gel ya sumergido en la solucién con los colorantes.

Para LDH, MDH, ME y ODH la solucién que contiene el sustrato
(lactato de sodio, I|-malato de sodio y octanol en etanol
respectivamente) se agrega sobre el gel que también esta sumergido

en la solucidon con los colorantes.

Para PEP todos los colorantes mas el sustrato se solubilizan en el
buffer y se mezclan con agar al 2% (disolviando a 40 °C) y se echa
sobre el gel donde se solidifica.

El revelado se readlza en estufa a 37°C durante
aproximadamente una hora. En el caso de SOD se expone el gel a la
luz intensa durante dos horas. Para todos los sistemas, luego del

revelado se lava el gel con agua destilada y se fijan en una solucién



de alcohol: acido acético: agua en una proporcién 5:1:5. Luego el gel

se puede guardar y se procede a fotografiarlo.

b.3. - métodos estadisticos

Se cuantificé la variabiidad genética de las poblaciones
analizadas mediante la heterocigosis media H y el porcentaje de loci
polimérficos P (Nei, 1975).

La estructura poblacional se analizd mediante los indices de
fijacion F (Wright, 1951, 1965; Nei, 1977). Las estimaciones se realizaron
mediante el método de Nei y Chesser (1983) con el programa de
Vilardi (1989). Las poblaciones de Tucuman y Buenos Aires fueron
analizadas globalmente y por separado. Se calcularon los valores de
Fst para ambos arreglos con el objetivo de evaluar si la variabilidad
genética se distibuye de acuerdo con algun patrén de
regionalizacién geogrdfica.

Se evalud la diferenciaciéon entre poblaciones calculando las
distancias genéticas de Nei (1972). Las estimaciones de H y D se
realizaron mediante los métodos descriptos por Nei (1987)que corrigen
las estimaciones para muestras pequenas, con el programa GENIND
(Vilardi, 1993). Se construyd un fenograma utilizando las identidades
genéticas entre poblaciones. Se analizd la comespondencia entre

matrices de distancia geogrdafica y distancias genéticas y flujo génico
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estimado entre pares de poblaciones mediante el test de Mantel
(1967).

La dependencia de frecuencias alélicas y variables ambientales
(geogrdficas y climdaticas) se analizé mediante correlaciones simples
(Sokal y Rolfh 1983) y andlisis de regresidén multiple utilizando el método
de seleccién por pasos (stepwise selection procedure) que permite el
control de la entrada de variables al modelo, (lo que es
recomendable en este caso por el alto nUmero de variables
independientes (geogrdficas y climaticas) incluidas en el andlisis,
(Tabla 1). Los datos de frecuencias alélicas a ser utilizadas en las
correlaciones y regresiones fueron transformados segun el estadistico
de Christiansen (1976) que normaliza los datos ya que considera el
numero de individuos estudiados en cada poblacién segiun la

siguiente ecuacion:

Xen= (PP XN 2N =
Pol1-Py) ec.1

siendo p, el promedio ponderado de las frecuencias para cada
poblacién. (se muestran los datos de las frecuencias transformadas y
sin transformar en la Tabla 4c).

Las estimaciones de flujo génico se derivaron de los valores de
los estadisticos Fs mediante la relacién Fgi= 1/(1+4Nm) (Wright, 1931),

donde Nm es el nUmero esperado de migrantes por generacion, un
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indicador del flujo génico entre poblaciones. Se analizd6 entonces el
flujo génico entre pares de poblaciones y su relacién con las

distancias establecidas por los indices de Nei.
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Il - Analisis de polimorfismos de fragmentos de ADN
amplificados al azar (RAPD)

a) Materiales
Se readlizaron extracciones de ADN gendmico total de 37
individuos provenientes de seis poblaciones ya analizadas

isoenzimdticamente: Raco (RA), Tafi Viejo (TV), Horco Molle (HM),

Famailla (FA), Ingeniero Maschwitz (IM), y Escobar (ES).

b) Métodos

b.1 - puesta a punto

b.1.i - Extraccion de ADN:

Se extrajo ADN total de saltamontes adultos utilizando la técnica

de Marchant (1988} que se describe a continuacion:

1) Machacar el insecto hasta obtener un polvo fino en un mortero con
aire liquido (o bien N, liquido).

2) Permitir que el aire se evapore y agregar el polvo a 5 ml. de
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Solucion A 8:1:1

8 partes de 0.05 M Tris(HCI), 0.1 M NaCl, 0.1 M Edta Naz: 1 parte de 5 %
SDS y 1 parte de 2 mg/ml Proteinasa K fresca (Promega).

3) Incubar esta suspencién a 37°C durante un periodo de 1 a 3 horas.
4) Extraer con 3 ml. de fenol equilibrado con una solucién de 10mM
Tris, 10mM Edta ph=7.5.

5) Precipitar el ADN de la fase acuosa con 2 volUmenes de perclorato
de sodio 2.9M en etanol 80%, mezclar y guardar durante una hora a -
20°C.

6) Remover el ADN precipitado con pipeta Pasteur o con pinza si
forma una masa visible o por centrifugacién a 11.000 rpom durante 15
minutos.

7) Lavar el ADN con Etanol 70%

8) Dejar secar

9) Redisolver en 200 pl de TE ph 8.

Luego de remover el ARN usando RNAsa A (100ug/ml) se realizdé
una segunda purificacidon de proteinas con fenol seguida de oftra
purificacion mediante fenol:cloroformo isoamilico (24::24:1). Luego se
precipita y lava el dcido nucleico obtenido. Las concentraciones y la
pureza de las extracciones fueron estimadas a partir de las

absorbancias a 260 y 280nm de muestras diluidas.
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b.1.ii - Amplificaciones

Las amplificacones se llevaron a cabo utilizando dos cebadores

("primers"”) (Promega) cuyas secuencias y cédigos de fabricacién son:

A015- CCCAAAGGTCC -3
A095'- CTACTGCCGT -3

Se redlizaron experimentos de optimizacién usando ADN
extraido de ejemplares de la poblacién de Famailld donde se
variaron las concentraciones de ADN templado, de los primers, de los
dNTPs y de la Taq polimerasa para determinar cudles de las
condiciones ensayadas generaban los patrones mds nitidos y

reproducibles.

Las mezclas de reaccidén contienen:

0.5 U Taq polimerasa (Promegaq)

2.5 ul butfer de reaccién 10x (Promega]

15 ng primer (Biodynamics)

100 uM de cada dinucleésido fosfato (Promegal
60 ng de ADN gendmico

Se agregaron a la mezcla 40ul de aceite mineral.

Las amplificaciones se llevaron a cabo en tubos eppendorf de
500ul utilizando un termociclador Techne (GeneE).

Las reacciones fueron sometidas a 45 ciclos de amplificacion

con el siguiente régimen de temperaturas:
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- 1' a 94°C (desnaturalizacién)

- 1' a 36°C (anillamiento -"annealing”- del cebador "primer” con baja
astrigencia)

-2'a72°C (extensidon)

Previo al primer ciclo se aplicé un paso de desnaturalizacion
mdas prolongado (1 ciclo de é' a 94°C). Luego del ciclo final se aplic
un paso de extension (1 ciclo de é' a 72°C ) seguido de varios pasos
de enfriamiento (6' a 45°C y ' a 72°C).

Para descartar la interferencia de cualquier producto de
amplificacion proveniente de contaminacion de las muestras se
utilizaron rutinariamente varios controles, uno sin cebador "primer” y

uno sin ADN templado. No se obtuvo amplificacion en ninguno de los

controles.

b.1.iii - Andlisis de productos de amplificaciéon

Los productos de amplificacién se analizaron mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1.4% y se visualizaron con
bromuro de etidio para luego ser fotografiados.

Se estimé el tamano de los productos de amplificacion al
compararlos con varios marcadores de peso molecular: bacteriéfago
A digerido con Eco Rl y Hind Il y fago ¢ 174 digerido con Hae Il

(Promega).
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b.2. - Anélisis estadistico

Los fragmentos amplificados se registraron por individuo y por
poblacién como 1 (presente) y 0 (ausente).

Se deben considerar varios supuestos para poder realizar 1os
cdiculos de frecuencias génicas y genotipicas y aplicar los
estimadores de diversidad intra e interpoblacional propuestos por
Lynch y Milligan (1994) para datos obtenidos mediante Rapds:

1) la interpretacién de los patrones de bandas es inequivoca,
significando esto que dos alelos marcadores de dos loci diferentes no
“comigran” a la misma posiciéon en un gel.

2) cada locus puede ser tratado como un sistema dialélico,
siendo solo uno de ellos amplificable por PCR (el alelo "nulo" no
amplifica). Como los heterocigotas no pueden ser diferenciados de
los homocigotas dominantes mediante la tecnica standard de Rapds,
el alelo marcador es considerado "dominante” con respecto al alelo
"nulo”. La Unica variable observable para un locus es entonces la
proporciéon de individuos en la poblacién con y sin el marcador

indicadas como (1 - x) y (x) respectivamente (Tabla 4q).

b.2.i - Estimaciones de frecuencias génicas y genotipicas

Si la poblacion se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg, X

es igual a g y x'? es la frecuencia del alelo nulo. Sin embargo, x'?,
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donde x es la proporcién observada de N individuos muestreados que
no exhiben el marcador, provee una subestimacion de q. Un

estimador menos sesgado es:

qg=x (1 -!.a_fi(!) Y = ec. 2a
8 x

(Tabla 5q)
donde Var(x) = x(1-x)/N (Tabla 5b) es la varianza muestral de Ila
frecuencia de homocigotas nulos.

El valor determinado por la siguiente féormula
Var (q)=1-X ec. 2b

4N
es la varianza muestral de la frecuencia alélica (Tabla 5b).

b.2.i i - Diversidad genética intrapoblacional

Con las estimas de frecuencias alélicas es posible estimar la
diversidad dentro de una poblacién. Se utiliza el término "diversidad
genética’ en un sentido informal ya que es probable que los
fragmentos amplificados por RAPDs contengan solamante ADN no
codificante y por lo tanto a pesar de aportar para los cdlculos de
variabilidad no se pueden hacer inferencias acerca de la accién de
la seleccion natural de esta variabilidad ya que se la debe considerar

selectivamente neutra.
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Se emplea la medicién convencional de diversidad Hj(i), que es
la probabilidad que dos genes, tomados al azar de la poblacién j
difieran en el locus i. Esta medida seria equivalente a la heterocigosis
esperada en condiciones de equilibrio de Hardy-Weinberg y bajo los
supuestos de nuestro modelo puede ser considerado como la
probabilidad que un par de alelos tomados al azar contengan un

alelo marcador y otro nulo. Un estimador de esta cantidad seria:

Hj(i)= 2qj(i)[1- qi(i)] + 2 Var [qi(i)] ec. 3a

para cada locus (Tabla 6 a) y su varianza muestral es

aproximadamente (Tabla 6 b)

Var[Hj(i)]= 4 [1- 2qi(i)]" Varlqi(i)] ec. 3b

Al promediar por el nUmero de loci observados (L), la diversidad

genética media observada en la poblacién j es

Hj= 1 x Hj(i) ec. 4a
L

La contribucion esperada a la varianza de la diversidad
genética promedio debida al muestreo de un nUmero finito de

individuos es
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Var, =1/ x ¢ Var[ Hj(i)] = ec. 4b

La varianza muestral de AHj debida a la variacion en diversidad

genética entre loci es entonces
Var _ (Hj)= Var(Hj) - Var; (Hj) ec. 4c

Finalmente, si se analizaron n poblaciones, la diversidad

intrapoblacional promedio puede ser estimada mediante

Hw = 1/n x E Hj ec. 5a

donde Hw significa H dentro de la poblacién, siendo su varianza
muestral Var(AHw) una funcién de muestrear un nUmero finito de

poblaciones, loci e individuos, todos se incluyen en la siguiente

féormula
Var(Hw) = 1/n x (n-1) x E [Hi - Hw]’ ec. 5b
Siguiendo la misma légica que anteriormente la varianza

muestral total de AHw puede ser particionada en las contribuciones

de muestrear individuos (1), loci (L) y poblaciones (P).

Vary (Hw)= 1/n" x E Van(Hj) ec. 5¢
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Vary (Hw)= 1/n" x E Vary_(Hj) ec. 5d
Varp (Hw)= Var(Hw) - Var|(Hw) - Var_(Hj) ec. 5e

b.2.iii - Estructuracién poblacional

Al contar con datos provenientes de mas de una poblacién es
de interés evaluar el grado al cual la diversidad genética total se
particiona en sus componentes intra e interpoblacionales.

Un estimador de la heterocigosis entre las poblaciones jy k, que
es la probabilidad que un gen extraido al azar de la poblacién j difiera

de una extraido de la poblacién k, seria (Tabla 8a)
Hjk'(i)= qi(i) + qk(i) - 2 qj(i) gk(i)= ec. 6a

y su varianza debido al muestreo de un nUmero finito de individuos es

aproximadamente (Tabla 8b)

Var{Hjk(i)] = [1 - 2qk(i)]’ Varlqj(i)] + [1 - 2qi(i)]’ Varlqk(i)]
+ 4 Var[qj(i)] Varlqk(i)] ec. 6b

En ausencia de subdivision poblacional las frecuencias alélicas

en todas las poblaciones son iguales de modo que:

H'jk(i) = Hj(i) = Hk(i).
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Entonces una definicion mas significativa de la diversidad entre
poblaciones es la heterocigosis en exceso de aquella observada

dentro de las poblaciones (Tabla 8b)

Hjk(i) = H'jk(i) - [Hifi)+Hk(i)] ec.Ta
2

cuya varianza muestral es (Tabla 16a)

Var[H'jk(i)] = Var[H'jk(i)]+Var[Hj(i)]+Var[Hk(i)}/4 -
Cov[H'j(i),H'jk(i)]-Cov[H'k(i),H'jk(i)] ec. 7b

Todos los términos de esta ecuacion han sido definidos
anteriormente excepto los Ultimos dos, y estos son de la forma (Tabla

15b)

Cov[H'j(i),H'jk(i)]= 2[ 1-2qj(i))[1-2qk(i)]Var qj(i) ec.7c

Dicha covarianza existe porque los mismos individuos de la
poblacion j son utilizados para la estimacién de AHij(i) y AHk(i).
Promediando sobre todos los loci, la estima de la diversidad genética

promedio entre las poblaciones jy k es (Tabla 9q).

Hjk =1 x E Hjk(i) ec. 8a
L

y su varianza (Tabla 9b)
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Var(Hjk) = 1/L(L-1) x E_(Hjk(i)-Hjk)" ec.8b

La diversidad promedio entre poblaciones serd obtenida
promediando sobre todos los pares de poblaciones

diferentes
Hb= 2/n(n-1) x E Hjk ec. 9a

(donde Hb significa H entre las poblaciones) y su varianza seria

entonces
Var(Hb)= 1/n(n-1) x E Hjk ec. 9b

El indice de Wright para subdivision poblacional Fgt= Hb/Ht,
donde Ht=Hb+Hw. Este indice toma valores extremos de 0 cuando
todas las poblaciones tienen idénticas frecuencias alélicas y de 1
cuando todas las poblaciones son completamente homocigotas para
alelos dalternativos. Un estimador no sesgado de Fg puede ser

obtenido utilizando la siguiente formula .

Fgt = Hb/Ht x
x(1+HbVar(Hw)-HwVar(Hb)+(Hb-Hw)Cov(Hb,Hw)/HbHt ')

ec. 10a
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Todos los elementos de esta ecuacion han sido definidos con
anterioridad excepto la covarianza muestral de los estimadores de la

variabilidad genética dentro y entre poblaciones

Cov(Hb,Hw) = 1/n [1/n(n-1) x (E Hj* E Hjk)-(Hw x Hb)]
ec. 10b

Dicha covarianza existe porque se ulilizan las mismas
poblaciones, loci e individuos para estimar Hb y Hw. La varianza

muestral de Fst es aproximadamente

Var(Fgq) = (FetHb).  x ec. 10c
x[(HwIHb)2Var(Hb)-Z(HwIHb)Cov(Hb, Hw)+Var(Hw)]

b.2.iv. - Distancias genéticas

Nei (1972) introdujo una medida de distancia genética entre
poblaciones, Djk, que proporciona una estima del nUmero medio de
mutaciones que separan a dos genes de dos poblaciones. La
distancia genética de Nei da cuenta de multiples mutaciones por
locus, y en el caso de poblaciones aisladas y de una tasa de
sustitucion constante, es proporcional al tiempo medio de

"coalescencia” de dos genes en dos poblaciones diferentes.



Si Jj =1 - Hj es la identidad genética dentro de una poblacién
(Tabla 11), entonces Jjk = 1 - Hjk es la identidad genética entre las
poblaciones j y k (Tabla 12) ambos promediados sobre todos los loci,
entonces D = -n(Jj/ Jj Jk) es la distancia genética de Nei. Un

estimador no sesgado de Djk esta dado por la expresion

Djk = -In (Jjk/ Jj Jk) - Var(H'jk}/2 x Jjk” + Var(Hj)/4Jj + Var(Hk)/4Jk'

ec. 11a
y su varianza muestral es aproximadamente
Var(Djk)= Var(Hj)/aJj’ + Var(Hk)/4Jk + Var(H'jk)Jjk -
Cov (Hj,AH'jk)/ JjJk - Cov(Hk, H'jk)/ JjJjk ec. 11b

Todos los elementos de esta formula han sido definidos

anteriormente excepto

Cov(Hj,H'jk)= 1/L" x Cov[Hj(i),AH'jk(i)] ec. 11¢c

Los valores Djk se utilizaron para construir fenogramas utilizando

el método de UPGMA (Sneath and Sokal 1973).
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Il - Analisis de polimorfismos para fragmentos de
restriccion

de ADNmt en especies del género Dichroplus

a) Coleccién del material

Durante los meses de febrero y marzo de 1995 se redlizaron los
vigjes de coleccién a diferentes localidades de la Provincia de Buenos
Aires para la recoleccién de ejemplares de diferentes especies del

género Dichroplus en estudio:

Localidad Especie coleccionada

Escobar Km.52 D. bergii
D. elongatus
D. punctulatus

Ottamendi Km.é6 D. pratensis
Campana Km.75 D.bergif
Benito Juarez, D. patrvelis

Ruta 86 Km. 37

Benito Juarez, Scotussa lemniscarta
a 3Km. ruta 86
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También se utilizan para estos estudios ejemplares de una
poblacién de D. vitatfus coleccionada en las cercanias de la ciudad
de San Miguel de Tucumadn.

Un ejemplar de cada especie fue determinado por la Dra. M.M.

Cigliano del Museo de Ciencias Naturales de La Plata.

b) Métodos

b.1 - Clonado del ADN mitocondrial de Caledia captiva

Previo a la transformacioén de las bacterias con los plasmidos se
procedié a hacerlas competentes usando Cloruro de Calcio para
luego transformarlas mediante TRATAMIENTO TERMICO. Se disponia de
tres plasmidos pUC18; pCc4, pCcll y pCcl5 con tres insertos de
diferente tamano: 3; 5 y 8 kb respectivamente que representan la
totalidad del genoma mitocondrial completo de Caledia captiva
(gentimente cedidos por el Dr.Adam Marchant)

Se sembraron las bacterias en un medio selectivo y se
obtuvieron asi colonias que contuvieran el pldsmido (ya que el
plasmido contiene una resistencia a ampicilina sélo las colonias que
presentaran resistencia a ese antibidtico crecieron en el medio

selectivo y contenian también el plasmido).
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Luego se picaron esas colonias y se cultivaron en medio LB para
redlizar la extraccion de ADN plasmidico. Esta extraccion se realizd
primero a pequena escala (mini-prep) para comprobar la presencia
de plasmido realizando una lisis de las células bacterianas y luego una
desnaturalizacién violenta del ADN bacteriano mediante alta
temperatura (boiling method) para recuperar sélo el ADN plasmidico.
Al obtener resultados positivos se intentd realizar una extraccion del
plasmido a gran escala (maxi-prep) mediante una desnaturalizacién
del ADN gendmico con una subida de pH abrupta y precipitacion de
los complejos de ADN gendémico y membranas desnaturalizadas
mientras que los pldsmidos permanecen en solucion.

Se guardaron colonias en glicerol (stabs) con los tres plasmidos

por separado, para su utilizacién en el futuro.

b.2 - Extraccion de ADN gendémico total

Se redlizaron las extracciones de acuerdo al protocolo de
Marchant (1988) puesto a punto para Caledia captiva y descripto en
el apartado b.2. de la seccidon de Andlisis de polimorfismos de ADN
amplificados al azar.

Se extrajo de esta manera ADN de ejemplares de las siguientes

especies del género Dichroplus que se andlizan en forma

independiente:



D. elongafus 29 individuos
D. vitaffus 8 individuos

D. bergii 6 individuos

D. punctulatus 6 individuos
D. pratensis 6 individuos

D. patrvelis 7 individuos

El protocolo utilizado con pequefas modificaciones probd ser
de rendimiento aceptable, siendo D. pratensisla especie de la que se
extrae mayor cantidad de ADN, debido a su mayor tamano. El ADN
obtenido es suficiente para ser utilizado en diez digestiones, (aprox. 20
ug de ADN por digestion) considerando posibles repeticiones.

También se extrajo ADN de cuatro individuos de Scofussa

lemniscata para utilizar este grupo en las comparaciones como grupo

externo o "outgroup".

b.3 - Analisis del polimorfismo para el largo de los

fragmentos de restriccion en ADNm (mitocondrial).

b.3.i - Digestion de ADN genémico total con enzimas de

restriccioén

Se utilizaron enzimas que tienen secuencias de restriccion de

cuatro y seis bases:



Enzima secuencia de restriccion

EcoRl G*AATTC
Hindlll A*AGCTT
BamHI G*GATCC
Scal AGT*ACT
Alul T*CTAGA
Xbal T*CTAGA
Pst 1 CIGCA*G
Hhal GCG*C
Haelll GG*CC

* indica el sitio de corte

En un tubo de microcentrifuga esteril se agregan los reactivos
en el siguiente orden:
-ADN 18ul (aprox.20ug.)
-buffer 10x ;
-BSA 20mg/ml 5yl
-RNAsa 10mg/ml 2l
-H2O hasta 50ul
-enzima 2U/pul 1yl

Las restricciones se realizaron primero en un bafno térmico a
37°C durante dos horas. Luego se modificé el método al cpmprobar
que se obtienen mejores resultados realizando las restricciones
durante menos tiempo y agregando mas cantidad de enzima a la
mitad de la reaccién. Esto se debe a que el ADN puede estar
contaminado con nucleasas cuya accién se propiciaria con tiempos

de incubacién mas prolongados, degradando asi el material en

forma inespecifica y perdiendo informacion.
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Una vez transcurrido el tiempo de incubacién con la enzima se
comprueba que la digestion haya sido completa sembrando en un
gel de agarosa al 0.6% :

4 pl ADN digerido

1(;1 ITEph 8

2 pl buffer de siembra
esto se realiza para evitar que se dificulte la interpretacion de las
bandas al encontrarse el ADN parcialmente digerido, presentando

bandas de muy alto peso molecular.
b.3.ii - Corrida de ADN gendmico digerido

Se siembra entonces la totalidad del ADN digerido (que incluye

al ADN de las organelas) en un gel de agarosa al 0,6 - 0,5% :

48 ul ADN digerido

2 ul buffer de siembra

paralelamente se siembra también fago lambda digerido con
Hind Il como marcador de peso molecular y a su vez se siembra
alguno de los fragmentos de ADNmt a utilizar como sonda, como
control positivo de la experiencia. Este gel se deja corriendo a una
corriente de 15 a 20mA en buffer TAE ph8 mds de doce horas
(durante toda la noche) ya que a mayor amperagje se pierden
fragmentos de tamano pequeno que pueden ser de utilidad al

interpretar los resultados. Se adopté una concentracién de agarosa
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menor (0,5%) para favorecer la mejor separacién de las bandas de

gran tamano.
b.3.iii - Tratamiento del gel y transferencia (Southern)

1) Se tihe el gel durante 10 minutos colocdndolo en una soluciéon con
0.5mg/ml de bromuro de etidio (se redujo luego la concentracion a
25ug/ml para disminuir la contaminacién y el tiempo de destehido)
para controlar la eficiencia de la corrida. Luego de visualizario al UV
se destine sumergiéndolo en agua durante aproximadamente 30
minutos (opcional, ya que en estudios posteriores se comprobdé que
de no redlizar este lavado se puede comprobar tambien la eficiencia

de la transferencia a la membrana solo con exponerla a luz UV).

2) Depurinacion: Tratamiento acido controlado que depurina el ADN
mejorando la transferencia de fragmentos grandes (>10kb) del gel a
la membrana. Se sumerge el gel durante 5 minutos en una solucién
de HCL 250mM a temperatura ambiente. Lavar con agua (opcional:
ya gque probdé no ser necesario dado que los fragmentos de alto peso
molecular transferian eficientemente y mediante esta depurinacién se

podia perder algunos fragmentod de bajo peso molecuilar).
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3) Desnaturalizacién, neutralizacién y transferencia

- Se sumerge el gel en solucidén de desnaturalizacion dos veces
durante 15 minutos. Esto desnaturaliza el ADN antes de transferirlo por
ser la solucion de ph dlcalino. Se puede comprobar que la
desnaturalizacion es completa volviendo a ver el gel al UV si no fue
destenido. No se debe observar la estela de digestion de fragmentos
ya que al estar el ADN desnaturalizado ya no retiene al bromuro de
etidio que es un intercalante que fluorece al exponerlo al UV. Este
paso es muy importante para una transferencia eficiente. Lavar con
agua.

- Sumergir el gel en solucidon de neutralizacion dos veces durante 15
minutos. Esto recupera el ph neutro.

- Armar la transferencia de ADN a una membrana por capilaridad
usando 20xSSC segun Maniatis ef al., 1982, invirtiendo el gel de modo
que la parte inferior quede en contacto con la membrana. Se utilizan
membranas de nylon y se realiza la transferencia durante mas de
doce horas (‘overnight”) para asegurar la eficiencia. Luego de Ia
transferencia se marca la membrana para identificar las posicion de
las muestras y se sumerge en 6xSSC durante 5 minutos para eliminar

restos de agarosa que pudieran quedar.

4)Fijacion del ADN: Se expone el lado de la membrana que lleva el
ADN (que estuvo en contacto con el gel) durante 1-1,5 minutos a una

fuente de UV para que se una covalentemente a la membrana. Si la



membrana no se utiliza de inmediato puede ser guardada a +4°C

para ser usada en el futuro.

b.3.iv - Marcaciéon no radioactiva de los fragmentos de

ADNmt:

Purificacion de fragmentos de ADN del gel de agarosa

Luego de digerir los pldsmidos puC 18 con la enzima de
restriccion correspondiente (Sacl) para poder separar los fragmentos
de interés, se utilizd el siguiente protocolo (Curran com.pers.). El
objetivo es aislar del gel de agarosa los fragmentos identificados
como ADNmt de Caledia capfiva para ser utilizado en un futuro como
sonda especifica para especies del género Dichroplus.

1) Luego de correr el gel se visualizan los fragmentos a la luz UV
y se corta con un bisturi el fragmento de interés.

2) Se coloca el fragmento dentro de un eppendorf pequeho
(500ul) con una perforacion realizada con una aguja hipodérmica
(22g) y relleno con fibra de vidrio esteril.

3) Se coloca el eppendorf pequeno dentro de uno de mayor
tamano (1.5ml) y se centrifuga a 12000g durante 10 minutos.

4) Extraer con N-butanol saturado con agua.

5) Precipitar anadiendo 1/10 volumen de Acetato sédico y dos

volUmenes de etanol.
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6) Incubar durante 2 hrs. a -20°C. Centrifugar, descartar el
sobrenadante, lavar con etanol 70%.

7) Centrifugar, descartar el sobrenadante y secar el pellet al
vacio.

8) Disolver en 100-200 pl de agua bidestilada esteril.

9) Purifiacién del fragmento con sucesivas fenolizaciones.

Se redliza la marcaciéon de los tres fragmentos de ADNmt
utilizando el DIG DNA labelling and detection kit (Boehringer) que
incorpora los nucledtidos marcados con digoxigenina mediante el
método de Random priming utilizando primers a azar para unirse al
ADN templado. La marca se incorpora mediante la enzima Klenow.

Se procede a agregar en un tubo de microcentifuga
previamente enfriado los reactivos en el siguiente orden (el ADN
templado debe ser desnaturalizado en bano a 100°C durante 10
minutos y enfriado inmediatamente en bano de hielo/etanol durante

30 segundos antes de usarlo):

ADN templado(10ng-3p ?J

Mezcla de hexanucledtidos(10x) 2ul
dNTP mezcla marcadora (10x) 2l
H2O hasta 19l

enzima Klenow 1yl

Se incuba la reaccién durante por lo menos 60 minutos para
luego precipitar el ADN con un buffer salino concentrado y etanol a
baja temperatura para luego recuperar el ADN separandolo de los

nucledtidos marcados no incorporados. Las sondas marcadas se
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guardan a -20°C hasta el momento de ser utilizadas. La marcacion
probd ser mas eficiente cuando se marca durante menor cantidad de
tiempo. Se descartd entonces la reacciéon aumentada 6 “scaled-up"
que necesita mds cantidad de enzima e incubacion durante 16 hrs.
Una vez readlizada la marcaciéon es necesario estimar el
rendimiento de la misma a fin de calcular la cantidad de sonda que
se utilizard para la posterior hibridacién. Esto se realiza con diluciones
seriadas de un ADN control del KIT de concentraciéon conocida y del
ADN marcado en el experimento anterior. Esta diluciones se fijan a un
trozo de membrana de nylon (Dot-blott) y se le aplican todos los
reactivos necesarios para la reaccién colorimétrica. Por comparacién
de intensidades se conoce entonces la concentracion de cada
fragmento marcado. Como se redliza una dilucién inicial 1/20 la

concentracion obtenida por comparaciéon con el control debe luego

multiplicarse. Las concentraciones obtenidas fueron:

frag 3kb 14 ng/pl
frag 5kb 200 p?/ |
frag 8kb 16 ng J‘

Se repitid entonces la marcacién del fragmento 5 obteniéndose

luego de varios ensayos:

frag Skb 15 ng/pl
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Figura 2. Dot blott readlizado para estimar el rendimiento de Ila
marcacion de los tres fragmentos de ADNmt de 3, 5 y 8 kb
respectivamente, la concentracion de sonda marcada se
calcula por comparacién con ADN marcado de concentracion

conocida (C).
A B C D E F
C o ®
3 ®
5
g| @
|

b.3.v - Hibridacién de la membrana con la sonda marcada:

Una vez conocida la concentracion de los tres fragmentos
marcados se prepara la mezcla de sonda agregando cantidades
equimolares de los fragmentos, en total se agregan 10ng/ml de
solucion mds el marcador de peso molecular (fago labda digerido
con Hindlil también marcado).

Dado el caracter "homedlogo” de la sonda fue necesario
realizar un "dot bloH" previo para comprobar si la sonda a utilizar
hibridaba con las especies en estudio. Se sembraron en una

membrana alicuotas de ADN de las distintas especies y se realizaron



los pasos de desnaturalizacién y neutralizacion colocando la
membrana sobre papel de filtro embebido en estas soluciones y
luego se procedid a la pre hibridacién e hibridacién.

Como esta experiencia dio resultados positivos para todas las
especies en estudio, la membrana que contiene el ADN digerido se
pre-hibridiza, esto consiste en ponerla en contacto con la solucién de
hibridacién mas el agente bloqueante (20 cm?® por cada 100 cm? de
membrana) durante por lo menos una hora. El objetivo es bloquear
cualquier posible unién inespecifica de la sonda que crearia "ruvido de
fondo" o "background".

Luego se desnaturdliza la mezcla de sondas calentando a
100°C y enfriando de inmediato. Se agrega a la solucidn de
hibridacién y se procede a dejar hibridando mas de 16 horas (por lo
menos 3,5 ml. para una membrana de 10x10 cm?) en un bano térmico
con agitacién. La temperatura y concentracion de las soluciones de
hibridacién y de los lavados de post-hibridacion se fijé probando
diferentes condiciones, y eligiendo la que da la relacion 6ptima de
intensidad entre las bandas y el background.
hibridaciones

- 45°C y sol. de hibrid. standard
lavados

- dos lavados de 5 min. en sol de lavado 2x

un lavado de 15 min. en sol de lavado 1x

un lavado de 15 min. en sol de lavado 0.5x
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Se obtuvieron resultados analizables con las condiciones de
hibridacién ensayadas para disminuir la rigurosidad tanto de la
hibridacién como de los lavados. Esto permite una mayor deteccion

de bandas a pesar de la condicién heterdloga de la sonda utilizada.

b.3.vi - Deteccion colorimétrica con NBT y X-phosphate:

Luego de los lavados de post-hibridaciéon se equilibra la
membrana con solucién 1 (Tris }.5M ph 7.5 dcido maleico 1.5M ) y se
bloquea con solucién 2 (solucion 1 mds agente bloqueante) que
contiene agente bloqueante durante 30 minutos (soluciones
descriptas por el fabricante)

Se mezcla el anticuerpo AntiDIG-fosfatasa alcalina (un
anticuerpo ligado a una fosfatasa alcalina: molécula sintetizada por
Boehringer) en mads solucion 2 y se incuba la membrana en esta
solucién durante 30 minutos, estos pasos se realizan a temperatura
ambiente y dan mejores resultados si se los realiza con agitacién.

Se lava la membrana dos veces en solucion 1 para remover el
anticuerpo que no se unid.

Se lava la membrana en solucién 3 para activar la fosfatasa
alcalina y se agrega mds solucion 3 con el sustrato (X-phosphate) y el
colorante (NBT) y se incuba en una bolsa de pldstico en la oscuridad.
La formacién del precipitado comienza a los pocos minutos y esta

completa luego de 12hrs.
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b.3.vii - Interpretacion de las bandas resultantes:

Se calcula el peso molecular (PM) de las diferentes bandas
relacionando la distancia del punto de siembra con el logaritmo del
peso molecular (PM), utilizando el marcador (lambda) que presenta
bandas de PM conocido. Con el marcador de PM, lambda digerido
con EFco Rl y Hindlll, se calculan los logaritmos del PM de las bandas y
la regresién con las distancias, obteniendo asi una ecuacién lineal
que se utiliza para calcular los pesos moleculares de las otras bandas.

La obtencion de fragmentos de restriccion permite inferir la
presencia o ausencia de sitios especificos de corte con diferentes
endonucleasas, constituyendo una evidencia indirecta de la
secuencia.

Se identificaron las bandas obtenidas y se compararon los
patrones para las diferentes especies estudiadas, tomando Ias bandas
como caracteres. Estos caracteres pueden entonces ser utilizados
para construir  darboles filogenéticos (cladogramas) donde se
considerard a Scoffusa lemniscata como grupo externo (outgroup)
siguiendo la metodologia de la sistematica filogenética (Forey ef al.,

1993).



b.3.viii - Algoritmos y programas utilizados para el

tratamiento de los datos

a) Algoritmo de Wagner y Dollo

Los algoritmos matemdaticos propuestos por el cladismo se
basan en el principio de simplicidad, en el de compatibilidad de
caracteres, y en el denominado "three taxon statement” (que consiste
en codificar los caracteres como conjuntos de cladogramas de tres
taxones por vez (Nelson y Platnik, 1993)). La simplicidad de caracteres
o ‘“"parsimony” (Farris, 1970; Crisci, 1982) es una prescripcion
metodolégica que supone que los cambios evolutivos se realizan de
la manera mds econdmica posible, desde el punto de vista de los
sucesos genéticos requeridos.

Dentro de los algoritmos de simplicidad se distinguen el de
Wagner (Farris, 1970) y el de Dollo (Farris, 1977). El algoritmo de Wagner
admite todo tipo de reversiones de los caracteres y es el mas utilizado
por los sistematicos cladistas que trabajan con datos morfolégicos. El
algoritmo de Dollo se basa en la ley de irreversibilidad, que prohibe
tanto la pérdida de un cardcter y su posterior aparicibn como su
ganancia convergente, el de mayor uso por parte de los bidlogos

moleculares que trabajan con sitios de restriccion de ADN.
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b) Comparacion entre programas de inferencia de filogenias

El programa Hennig86 ha computarizado sélo el algoritmo de
Wagner. El PHYLIP (phylogeny inference package, Joe Felsestein 1985,
1991} incluye ademdas los algoritmos de Camin y Sokal y de Dollo.

El programa PHYLIP es utilizado principalmente para procesar
datos moleculares como ser sitios de restriccion puesto que es el que
mejor se adapta al modelo de evolucién molecular (Templeton 1983).

Los algoritmos de simplicidad se dividen en exactos y heuristicos.
Los primeros garantizan el hallazgo del cladograma mas corto; los
segundos no aseguran que dicho algoritmo ha sido encontrado.

El algoritmo exacto mas elemental es aquel que aprovechando
la enorme capacidad de cdlculo y memoria de la computadora,
construye todos los cladogramas posibles quedandose con el o los
mas cortos. La estrategia publicada mas eficiente para obtener una
solucién mds exacta cuando el nuUmero de taxa es mayor que 10 es la
de "branch and bound" (Hendy & Penny 1982). La opcidon PENNY del
PHYLIP emplea esta estrategia. El uso de esta opcion esta
desaconsejada para mds de 12 taxa (en el presente estudio sobre el
género Dichroplus se utiliza eficientemente dado que se analizan solo
7 taxa). La opcién "implicit enumeration” {"i.e.") del programa Hennig8é6
ofrece la ventaja de corresponder también a un algoritmo exacto y
ser el mas rapido, careciendo de limites para el nUmero de taxa o

caracteres.
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Una ventaja del Hennig86 sobre el PHYLIP es que no produce
cladogramas redundantes. El PHYLIP, sin embargo, resuelve
arbitrariamente las politomias (todos los cladogramas resultantes son
bifurcados) y por lo tanto las diferentes resoluciones de una politomia
aumentan arbitrariamente el nUmero de cladogramas.

Bl programa PHYLIP estad en condiciones de recibir datos
moleculares de secuencias de proteinas o de dAcidos nucleicos y
andlizarlos por medio de varios algoritmos.

Aunque esta practica no es aceptada por la mayoria de los
cladistas los dos programas permiten asignar a los carateres peso " a
priori". El peso sucesivo de los caracteres es otra opcidén que se aplica
cuando se han obtenido varios cladogramas de minima longitud con
el objeto de reducir el nUmero de los mismos. Esta opcion da peso a
aquellos caracteres que producen menos homoplasias (con relacion
a las potenciales.

Se utilizaron en este estudio dos métodos de parsimonia para el
andlisis filogenético: Wagner (utilizando el Hennig86) y Dollo
(orograma Dollop que no requiere la determinacion de un grupo
externo hasta que se construye el arbol de consenso). Este Ultimo
programa es especialmente eficiente para el procesamiento de sitios
de restriccion, pero es recomendado para el procesamiento de
fragmentos de restriccidon con la salvedad de no determinar el estado
del caracter ancestral. Este método de parsimonia fue sugerido por

primera vez por Le Quense (1974) y posteriormente explicado por Farris



(1977). Esta metodologia fue nombrada en memoria de Luis Dollo ya
que fue el primero en asegurar que en la evolucidon es mas dificil
ganar un caracter complejo que perderlo. El algoritmo explica la
presencia de un estado (1) permitiendo hasta un cambio anterior de 0
a 1 y tantas reversiones a 0 como sean necesarias para expresar el

patron. El programa intenta minimizar las reversiones de 0 a 1.

c)ParGmetros estadisticos para poner a prueba la confibilidad de los

cladogramas.

La mayor parte de los programas permite obtener parametros
estadisticos tales como el indice de consistencia (Kluge & Farris, 1969)
y el indice de retencion (Farris, 1989).

El indice de consistencia es una medida del nivel de
homoplasia de un cladograma. El programa lo calcula primero para
cada caracter y luego calcula el ensemble Ci (o valor conjunto) para
todo el cladograma. Sus valores varian entre 0 y 1 ya que se calcula
como el cociente entre el nUmero de pasos minimo posible para ese
caracter en ese cladograma y el nimero de cambios reales
observados. Valores cercanos a 1 indicardn menor nivel de
homoplasia, mejores datos, pero un valor de 1 indicaria ausencia total
de homoplasias, una situacion muy poco plausible. Este indice se ve
aumentado por la presencia de caracteres no informativos como

autoapomorfias (novedades evolutivas no compartidas) vy



sinapomorfias de grupo (plesiomorfias, novedades evolutivas
compartidas por todo el grupo bajo estudio}(Ci= 1). Un valor de C; de
entre 0.7 y 0.8 es aceptable; un Omayor nUmero de taxones disminuira
el valor del indice.

El indice de retencidén ( ri ) evalia el comportamiento del
cladograma con respecto al peor comportamiento posible. Se
calcula haciendo el cociente entre la homoplasia observada y la
maxima homoplasia posible para ese caracter y luego es calculado
para todos los caracteres involucrados. De esta forma,
=9-s

g-m

siendo g la mayor cantidad de cambios homopldasicos posibles para
ese caracter, s el nUmero de cambios reales que sufri® en ese
cladograma y m el nUmero de cambios minimo posible para un
determinado caracter en ese cladograma. Los valores de este indice
varian entre 0 y 1: un indice de retencién de 0 indicaria que el
caracter se comporta de la peor manera posible mostrando la mayor
cantidad de homoplasias permitidas en ese cladograma.

El programa Hennig86 calcula ambos indices para cada

cladograma.



d) Cladogramas de consenso

Es importante contar con la posibilidad de obtener arboles e
indices de consenso, principalmente en el caso que haya varios
cladogramas de minima longitud. El Hennig calcula solo arboles de
consenso estricto bajo la opcidon Nelsen. EIl PHYLIP construye
cladogramas de consenso estricto y de mayoria (programa
Consense). Basicamente el arbol de consenso consiste de grupos
monofiléticos que se presenten con la mayor frecuencia posible en el
conjunto de datos. Si el grupo se presenta en todos (estricto) o en mas
del 50% (mayoria) de los arboles serd incluido en el cladograma de
consenso. Asi se construyen los cladogramas derivados que resumen
la informacion de uno o varios cladogramas fundamentales, esto se

realizé6 para ambos métodos de parsimonia.



RESULTADOS
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| - Estudios poblacionales

a) Electroforesis de isoenzimas

a.1 - analisis isoenzimatico de las poblaciones

La determinacién de los probables loci y alelos se realizd
comparando la velocidad relativa de las bandas. La interpretacion
de la herencia de las bandas se infiere basandonos en las distancias
entre ellas, las combinaciones observadas y en el caso de EST por su
especificidad por los sustratos, de acuerdo al criterio de Saidman y
Naranjo (1982).

La notacién de los loci se redliza numerandolos en orden
decreciente de acuerdo con su movilidad anddica. Los alelos reciben
la misma sigla con un indice que indica la movilidad relativa de su
producto con respecto al marcador de frente, el azul de bromofenol

(R.F).

Aspartato amino transferasa (AAT)

Se observoé la presencia de una banda anddica invariable muy

cerca de la siembra que corresponde a un locus monomoarfico Aat-2.
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Se observaron también bandas variables que corresponden a un
locus polimérfico para una enzima dimérica Aat-1 con alelos Aat-1%,
Aat-17 y Aat-1%, cuando el extracto se realiza a partir de la cabeza
del saltamontes. Se evidencia una diferencia de intensidad entre los
dos loci al ser analizados en el extracto de pata. La diferencia es tal
que el locus polimérfico (Aat-1) no puede ser analizado por ser sus
bandas demasiado tenues, mientras que el locus de menor movilidad
(que permanece en el catodo - el orige - resolviendo en una Unica
banda) Aat-2, monomérfico tiene una intensidad mayor que en los

extractos de cabeza (Fig. 3).

Figura 3: Fotografia de los patrones isoenzimaticos obtenidos para el
sistema AAT
AAT-1: 12 Aat-1177, 2: Aat12/2, 3: Aal-1 272,
AAT-2: locus monomorfico,(p) indica que fue analizado en
extracto de pata




Lactico deshidrogenasa (LDH)

Para este sistema se observé un Unico locus polimédrfico. Se ven
tres patrones diferentes. Los homocigotas Ldh-1"" y Ldh-1"""
presentan una Unica banda mientras que el heterocigota Ldh-1'¥"
(como ya ha sido encontrado para otros Ortépteros, Chapco vy
Bidochka, 1986 y Confalonieri e a/ 1993) presenta una Unica banda
pero mucho mds ancha abarcando desde la posicion de Ldh-1'%/'®
hasta la de Ldh-1""". Esto puede deberse a su estructura tetramérica
segun la cual se deberian observar cinco bandas en el heterocigota

las que no se individualizardn debido a su proximidad (Fig.4).

Peptidasas (PEP)

Se detecto un Unico locus polimérfico Pep-1 en el que se

identificaron tres alelos diferentes Pep-1'4, Pep-1'*y Pep-1?%

que en
estado heterocigota presentan tres bandas lo que evidencia la

estructura dimérica de esta enzima (Fig.4).
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Menadione reductasa (MNR)

Se detectaron tres loci, los dos que presentan bandas de menor
movilidad son monomérficos para las cuatro poblaciones en las que
se pudo estudiar (no se analizd Timbo para este sistema). Las bandas
con mayor movilidad corresponden a un locus polimoérfico con dos
alelos, Mnr-1® y Mnr-1¥ ,donde los heterocigotas presentan tres
bandas, postuldndose para la enzima Menadione reductasa una

estructura dimérica (Fig.4).



91

Figura 4 - Fotografias de los sistemas polimérficos analizados:
AAT- Aat-1;1:Aat-1 77, 2:Aat-1 7/%, 3:Aat-1 2/
- Aat-2, locus monomorfico.
PEP - Pep-1; 2:Pep-1 "¢, 3:Pep-1 '¥'% 4:Pep-1 ¢

LDH - Ldh-1; 1:Ldh-1 /77, 2:L.dh-1 '7/', 3:Ldh-1"¥"3

MNR - Mnr-1; 1:Mnr-1 ¥, 2:Mnr-1 ¥/%, 3:Mnr-1 33/33
- Mnr-2; locus monomorfico
- Mnr-3; locus monomorfico.
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Esterasas (EST)

En este sistema se detectaron cinco loci, cuatro de ellos
polimérficos que pudieron ser analizados en todas las poblaciones. El
locus monomorfico Est-2 sélo se visualizdé con claridad suficiente en la
poblacién de Timbo. Est-1 presenta tres alelos, uno de ellos nulo por lo
que las frecuencias se estimaron mediante el método de Neiman-
Sorensen (1956). Est-3, Est-4 y Est-5 son loci polimorficos en los que los
heterocigotas presentan dos bandas sugiriendo una estructura
monomérica de la enzima (Fig.5). El locus Est- 2 al ser analizado en una

Unica poblacioén no fue incluido en los andlisis estadisticos.



Figura 5 - Fotografias del sistema Esterasas con diferentes

sustratos:(M.R.= movilidad relativa)
A :revelados con a-naftil acetato.
B : revelados con p-naftil acetato.

C : representacion esquematica de las bandas.
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Malato deshidrogenasa (MDH)

Este sistema fue analizado en las cinco poblaciones y en todas
se observan tres bandas invariables, postulandose entonces que los

loci son monomorficos para este sistema enzimatico (Fig.é).

Enzima malico (ME)

En todas las poblaciones analizadas para este sistema se

detectaron dos bandas invariables, sugiriendo dos loci monomérficos

(Fig.6).

Octanol deshidrogenasa (ODH)

Esta enzima fue analizada en cuatro de las cinco poblaciones
estudiadas (no en Timbd) revelando en todos los casos dos bandas
invariables, postuldndose entonces la existencia de dos loci

monomorficos (Fig.é).
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Superéxido dismutasa (SOD)

Durante la puesta a punto para este sistema se detectaron tres
bandas invariables postuldndose entonces tres loci monomaérficos en
la poblacion de la localidad de Timbé. Al intentar repetir el andlisis en
las otras poblaciones sdlo se pudo analizar con claridad la banda de
movilidad intermedia por lo que los otros dos loci no se incluyen en los
andlisis estadisticos (Fig.6)

Figura 6 - Fotografias de los sistemas que revelan solo loci
monomorficos.

ME
ODH
hia=2 0dh-1
Odh-2
Me-2
MDH

SOoD

Sod-2




a.2 - analisis estadistico

96

Las frecuencias alélicas para cada locus (para las siete

poblaciones) se describen en la tabla 4b y los loci que no evidencian

variabilidad se describen en la tabla 4a donde indica el nUmero de

individuos analizado para cada locus. En la Tabla 4c se describen Ias

frecuencias transformadas segun el método de Christensen (1976)

para los loci que luego mostraron correlaciones significativas aunque

se realizaron todas las transformaciones.

Tabla 4a: Tabla de loci monomoérficos y nUmero de individuos analizados por loci y
por poblacion.

Locus (Alslo ' RA HM v TI M FA  ES
TAat-2 | 4 | 39 29 29 29 40 35 28
“Mnr-2| 15 39 28 28 0 40 35 28 |
“Mnr3 T 7 39 26 26 0 40 35 28
{Mdh-1 | 23 34 28 28 28 40 30 28
"Mdh-37 6 | a4 28 28 27 40 3l 28 !
. Me-1 | 15 | 38 27 27 28 39 33 28 |
TMe-2 | 17 39 28 28 28 39 34 28
TO0dh-1 | 12 38 27 26 0 37 23 28
odh-2{ 4 [ 39 23 26 0 37 30 28
‘ a7 29 29 28 29 30 :

- Sod-2

74

28
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Tabla 4b: Tabla de frecuencias alélicas para los loci polimérficos en las siete
poblaciones analizadas (los alelos fueron numerados de cuerdo a su
relacién de frente y n.a. indica que ese locus no fue analizado en la
pobilacién indicada).

Locus Alelo RA HM v Tl M FA ES

. Aat-1 ; 20 0,513 0.773 0.64 0,685 0,397 0,443 0.25
27 ! 0,487 0,267 0,34 0315 0,564 0,528 0.48

i

29 0 0 0 0 0038 0002 0269 |
LN i 38 29 25 28 38 35 2 |
iLdh-1 ] 15 | 041 0417 0467 0228 0487 0583 0574 |
‘ I 17 i 05 0583 053 0712 0513 0417 0425 |
., N 39 30 29 27 39 30 27
«Pep-1 i 14 | 0476 0,177 0,103 0,074 0237 0,181 02 i
: 46 10512 0274 053¢ 075 053 05 05 |
.21 ;0012 0548 0362 0167 02 0182 03 ,

N 40 29 29 28 39 33 20

Est-3 | 34 | 0571 0593 05 0.68 0643 0521 0307 |
| | 37 10429 0407 05 032 0358 0479 0692 !
TN 27 27 23 27 35 24 14
"Est-4 | 20 | 05 0405 0,545 0,37 0318 0524 0667 |
23 05 0548 0455 0,63 0621 0476 0333 |

; 28 0 0,048 0 0 0,06 0 0
PN 26 21 22 23 33 21 27

CEst-5 | 8 | 0248 0391 0268 0483 0197 0293 0375

nulo ° 0,486 0,186 0,353 0,327 0,421 0,362 0,232

. 10 | 0266 0415 0,343 019 044 0345 0392
TN 35 25 25 27 33 29 27
 Mnr1 | 33 | 0453 0,544 0.5 na 0468 05 0722
D37 ! 0547 0456 0.5 n.a 0532 05 0278
i N

i 32 23 27 0 30 31 27




Tabla 4c: Tabla de frecuencias alélicas para los sistemas AAT y PEP y su
fransformacién segun el estadistico de Christensen (1976).

i alelo 20 alelo 27 alelo 29
frec. Trans. frec. Trans. frec. Trans.
RA 0,513 -0,074 0,487 1.218 0 -2,499
HM 0,733 4683 | 0267 -3.713 0 -2,184
TV 0.64 2,485 ! 0,34 -1.976 0 -2,027
T 0.685 3,584 0.315 -2.624 0 -2,146
M 0,397 294 | 0564 3.132 0,038 -0,064
FA 0,443 -1,731 ' 0,528 2.147 0,002 -2,276
ES 025 5436 | 048 0863 1 0269 12,194

Los pardmetros poblacionales de variabilidad (H) no difieren
significativamente entre las poblaciones analizadas y se encuentran
en la tabla 16 con el objeto de compararlos con los valores obtenidos

mediante Rapds.

a.2.i - subestructuracién poblacional

Al estudiar la estructura poblacional en los dos arreglos (por
regiones y globalmente) mediante los valores de Fis se observé que
en la mayoria de los casos (42 de 49) los valores son positivos

evidenciando una tendencia hacia un exceso de homocigotas



dentro de las poblaciones. Los promedios ponderados fueron todos
positivos y los valores de Fig son significativos o altamente significativos
en seis de siete de ellos (Tabla 5), confirmando esta tendencia y como

se esperaria en poblaciones subestructuradas.

Tabla 5: Tabla de valores de Fis calculados para cada locus y su valor total
(*P<0.05; ** p<0.01).

Loci RA HM v Ti FA M ES Total
Aat-1 : 0135 0405 0179 0245 0094 0238 017  0.194*
Ldh-1 | 0397* 0016 0069 0361 0703* 0.415* 078"  0.403**
Est-3 ' 0776* 0,105 0.748* 0284 0103 0128 -004  0.261*
Est4 = 0268 0306 0161 0182 0259 0078 035  0.264*
Est-5 | 0016 0133 0083 -0033 0033 -0016 0031  0.023°
Pep-1 ' 0587 0257 0107 0352 0031 0088 0058 0201°
. Mnr-1 | 005 0405 0203 na 0305 0149 0338 0,249

Sélo se encontraron diferencias significativas entre las
frecuencias alélicas de machos y hembras para el locus Ldh-1 en una

de las poblaciones estudiadas (Escobar)(Tabla 6).



Tabla 6: Tabla de frecuencias alélicas que mostraban diferencias entre machos y

hembras en dos de las poblaciones analizadas (n.a.: no analizados)

[Famaiiia Escobar
Locus | Al {Machos |Hembras| Machos |Hembras
, Aat1 29 ' 0083 ! 0022 | 0375 0,178
27 0.625 | 0,521 0.375 0,572
20 | 0292 | 0,455 0,25 0,25
Ldh1:17 0318 0474 ; 0.625 0,266
£15: 0.681 0.516 | 0.375 0,733
 Mnr1 | 37 { 0.500 0.5 0.409 0.7
33, 05 0.5 0.590 0.3
: Est1 i 47 1 0.500 0.692 n.a n.a.
” 43 . 0.500 0.307 n.a. n.a.
 Est3 | 37 { 0.583 | 0444 | 0.700 0687 !
331 0416 { 0555 | 0.300 0313 |
" Est4 | 23: 0.400 ! 0437 | 0.346 0,375
20 ; 0.400 | 0562 | 0.653 0,625
Est5 8 | 0388 . 0275 | 0.416 0,353
10{ 0222 ;| 0425 | 0.333 0,411
; i n{ 0388 0.3 0.250 0,206
iPep1{ 21 0.182 0,182 0.277 0.318
16 { 0545 | 0477 | 0611 0,409
14} 0273 | 0034 | 0.111 | 0272

a.2.ii - diferenciacion entre poblaciones

Se evalud la importancia relativa de cada uno de los locus

polimérficos en cuanto a

la variabiidad que aportan a

poblaciones detectGndose pocas diferencias entre loci.

las
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Se realizaron dos tipos de estudios. Uno consistid en un andalisis
jerarquico basado en la distribucion geografica ya que las dos areas
fueron analizadas separadamente: Tucuman y Buenos Aires.

Este primer andlisis reveld que la diferenciacién entre
poblaciones (Fst) . de la misma region es mayor que la diferenciacion
entre regiones para cinco de los siete loci polimérficos y también para
el promedio entre todos los loci. Este resultado permitio la inclusion de
todas las poblaciones en este estudio ya que no constituyen dos
grupos de poblaciones aisladas (Tabla 7)

Un segundo andlisis, considerando a todas las poblaciones
como originadas de una Unica unidad panmictica, reveld que los Fgt
calculados son significativos para tres loci (Tabla 8).

Tabla 7: Tabla de valores de Fst calculados por regiones (Tucumadn y Buenos Aires),
tomando cada region como una Unica poblacién y sus valores totales (*
p<0.05; ** p<0.01).

Tucuman Buenos Tucuman vs. Total
Loci Aires BA
Aat-1 0.035** 0.025* 0,052 0.068**
Ldh-1 0,015 -0.018* 0,01 0,007
Est-3 -0.009 0.045* 0,006 0.029
Est-4 -0.003 0.153** -0,004 0.02*
Est-5 0.03* 0.029** 0.0007** 0,02
Pep-1 0.192** -0.001* 0 0,078**
Mnr-1 0,013 0,018 0.0004 0
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Tabla 8: Tabla de valores medios para los indices de fijaciéon Fis (indicando
diferenciacién intrapoblacional) y Fst (indicando diferenciacién entre
poblaciones) para cada locus y su significacion estadistica (p).

Loci Fis P Fst P
Aat-1 ' 0,194 0,004 0,068 <0.0001
Ldh-1 0,403 <0.0001 0,007 0,778
Est-3 0,261 0,0005 0,029 0,118
Est-4 0,264 0,0002 0.02 0,024
Est-5 0,023 0.185 0,02 0,187
Pep-1 0,201 0.03 0,078 <0.0001
Mnr-1 0,249 0,012 0 0,999

En la tabla 8 se indica la significacion estadistica de los valores
totales para ambos indices.

El fenograma resultante fue construido utilizando las identidades
genéticas de Nei (Fig 6, pag. 126 con el objeto de compararlo con el
obtenido mediante Rapds). Este diagrama muestra que las
poblaciones no se agrupan de acuerdo con las distancias
geogrdficas que las separan. Concordatemente el test de Mantel
realizado muestra que no existe correspondencia significativa entre
matrices de distancias geograficas y genéticas (r=-0.043, p=0.419), o
bien entre estimadores de flujo génico y distancias geograficas (r=-

0.03; p=0.4496) (Tabla 9).



103

Tabla 9: Sobre la diagonal la diferenciacién entre pares de poblaciones, entre
paréntesis el nOmero estimados de migrantes por generaciéon: Nm); debajo

de la diagonal las distancias genéticas (Nei 1972)

distancias geogrdficas entre las poblaciones en km.

y entre paréntesis las

RA HM TV M TI FA ES
RA - 0,034 0016 0012 0027 0005 0027
(7) (15) (20) (9) (53) (9)
HM | 0.0023 - 0054 0026 0,03 0,023  0,04]
(17.5) (46) (9) (8) (10) (6)
Tv | 00015 0,001 - 0011 0016 0007 0,021
(16.6) (8.3) (21) (15) (33) (11)
M | 00019 001 00004 0022 0003 0,034
(1082.5) (1067.5) (1070 (11) (72) (7)
TI | 00027 00017 0001 00011 - 0,021 0,059
(25) (15) (8.3)  (1065.8) (11) (4)
FA | 00177 00012 00001 00002 00019 - 0,012
(45.8)  (30.8)  (37.5)  (1024)  (39.16) (19)
ES | 00023 00025 00012 00019 00045 0,0008
(1071.2) (1056.2) (1058.6)  (5.6)  (1054.5) (1013)

Se estimo el flujo génico a partir de su relacién con el indice de

Fst (Wright 1975). Este valor seria muy elevado si se tiene en cuenta

que existen barreras geogrdaficas y ecoldgicas entre las poblaciones.

a.2.iii - variacion clinal

Se andlizaron los patrones de distribucion de las frecuencias

alélicas para cada locus mediante correlaciones simples (Tabla 10) y




andlisis de regresion multiple (Tabla 11) para conocer la importancia
relativa de cada una de las variables ambientales.

Se encontré una correlacion significativa de uno de los loci
polimérficos (Aat-1?) con la longitud (LONG) y la latitud (LAT). Las
poblaciones situadas al sur se caracterizaban por tener frecuencias
entre 0.4 y 0.2 mientras que todas las poblaciones de localidades
situadas mas al Norte mostraban frecuencias mayores que 0.4. Esta
dependencia con variables geogrdaficas concuerda con el hecho
qgue Aat-1 es el Unico locus que muestra mayor diferenciacion entre
que dentro de las mismas (Tablas 7 y 8).

Como las variables utilizadas son abidticas, se intenté buscar
otro tipo de variables dependientes de estas variables geogrdficas,
que pudieran explicar mejor la causa de esta correlacion. Se
analizaron entonces distintas variables climaticas. Las correlaciones
muestran que las frecuencias alélicas para dos loci estan
significativamente correlacionadas con mediciones de temperatura:
Aat-1 con la temperatura minima (p < 0.05) y Pep-1 con la
temperatura maxima absoluta, la temperatura maxima y la

temperatura minima absoluta (P< 0.01)(Tabla 10).
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Tabla 10: Tabla de todos los valores de correlacién (*, indica la significacion del
indice)i= alelo en baja frecuencia, f= alelo de alta frecuencia.

-0.03

Los andlisis de regresion multiple realizados para variables

geogrdficas y climaticas mostraron la misma dependencia para Aatl,

ya que tanto la latitud como la temperatura minima mostraron

asociaciones significativas. En el caso de Pep-1, solo la temperatura

maxima absoluta entraba en el modelo al analizar conjuntamente

todas las variables climaticas (Tabla 11).

Alelo Frec. Lat. Long Alt TMax.A. T.Max. T.Min.A. T.Min. H.R. Prec.
_Aat-1-20 f -0.804*  0.804* 0,52 0,42 0,54 0.49 0.781* 0,58 0,03 !
Aat-1-27 i 0,59 -0.54 -0,28 -0,53 -0,59 -0,57 -0,71 028 0,26
Aat-1-29 r 0,75 -0.801* -0,57 -0,16 -0,31 -0.2 -0,56 -0,75 -035 ;
Ldh-1-15 i 0,48 -0.45 -0,38 -0,07 -0,21 -0,45 -0.6 0.02 -0.15
Ldh-1-17 f -0.5 0.48 0,45 0,02 0,16 0,39 059 003 0,18
Pep-1-14 i 0.05 -0.05 0,53 -0.929**  -0.904** -0.936** -0.71 006 0,75
Pep-1-16 f 0,05 -0.04 -0.1 -0,66 0,05 0,43 0.32 -0.4 0,08
Pep-1-21 i -0,02 0,01 -0,29 0.71 0.57 0,38 024 014 -072:
Est-3-34 f -0,4 0.45 -0.4 0,13 0,22 0.3 052 026 02
Est-3-37 r 0,41 -0,45 -0,27 -0,13 -0,22 0,3 052 -026 -02
Est-4-20 i 0,11 0,15 0,01 -0,21 -0,21 -0,32 039 -005 0,06
Est-4-23 f -0,23 0.27 0.08 0.19 0.24 0,37 0.49 009 0,04
Est-4-28 r 0.37 -0.31 -0,34 0,22 0,01 0 0,15 -0,1 -0.41
Est-5-8 i -0,25 0.19 -0,09 0,41 0,52 0.53 0,63 -0.19 0,18
‘Est-5-n i -0,08 0.13 0.41 -0,63 -0,53 -0,37 -026 0,13 0,62
.Est-5-10 ’ 0,59 -0,55 -0.54 0,21 -0.07 -0.22 -0,52 -01 -0,55
Mnr-1-33 0,51 -0,58 0,53 0,14 0,04 0.08 -0.3 -0,61 -0.45
Mnr-1-37 -0,51 0.58 0,53 -0.14 -0,08 0.3 0,62 0.45
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Tabla 11: Regresiones multiples de frecuencias alélicas para Aat-1 y Pep-1 sobre las
variables geogrdficas y climdticas. Se indican solo los coeficientes
significativos estimados utilizando la descomposiciéon de Gran-Schmidt.

R: coeficiente de determinacion o proporcidén de la varianza explicada por
la regresion que incluye solo las variables significativas (* p= 0.05; ** p=0.01).

[Geograficas Climaticas
b R b R
“Alelo Lat T.Max.A. T.Min.
Aat-1-20 -0.781* 0.58 - 2.56* 0.52
Aat-1-27 - -0.078* 0.47
Pep-1-14 -0.876** 0.78

b) Analisis de polimorfismos de fragmentos de ADN

amplificados al azar (RAPD)

Se obtuvo un total de 27 bandas cuyos tamanos oscilaron entre
300 pb y 2 kb (Fig 7).

El nUmero de productos de amplificacion generados para cada
individuo varid entre 5 y 14. Todas las bandas identificadas fueron
incluidas en el andlisis y seran tratadas como "loci’ . Las frecuencias
alélicas para las 28 bandas resultantes fueron calculadas a partir de
los valores de proporcion de ausencia (x) (Tabla 12a) y de sus

varianzas muestrales (Tabla 12 b) y se encuentran en la Tabla 13a.
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Figura 7: Algunos de los patrones de bandas observados al amplificar
A: primer A09: 1 : marcador de peso molecular Lamda
digerido con Hind lll. 2-4: Famailla. 5-6: Tafi Viejo, 7-8: Horco Molle, 9-11:
Raco, 12: |. Maschwitz.
B: el primer AO1, 1-2: Famailld, 3-4: Tafi Viejo, 5: Horco
Molle, é: Raco, 7: Famailla.

0,564

564
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Tabla 12a; Tabla que indica la proporcién de individuos de cada poblacién que no
exhiben el marcador (locus).

Locus RACO FAMAILLA ESCOBAR IMASCH. T.VIEJO H.MOLLE
1 : 0,500 0.667 0,667 1 0,500 0,667
2 0.667 1 0,500 0,333 0 0.667
3 0.667 0.833 1 0,333 0,500 0,500
4 0,667 1 0.833 0.667 0.833 0.833
5 0 0 0.500 0 0.167 0
6 0,667 1 0,667 0,667 0.833 0.667
7 0,333 0,333 0.833 0,500 0,333 0,333
8 0,333 0,500 0,667 0,500 0.167 0
9 0,667 1,167 ] 0.333 0.667 0.667
10 1 1 ] 1 0,833 0,333
1" 0.286 0714 ] 0,333 0,333 0.667

12 0.714 0.571 1 0.000 0.333 0.667
1 1 1 0.600 0.333 0.333 0.667
14 | 1 0.600 1 0.833 ]
15 0 0,143 0 0 0 0.667
16 0.857 0714 ] ] 0.500 1
17 0,286 0,429 0 0,333 0,500 0.667
18 0.857 1 0,400 1 0.500 ]
19 0.714 0,429 0.800 0.667 0,667 0,333
20 0,571 1 1 ] ] 1
21 1 1 1 0.833 0.667 1
22 1 1 1 1 0.667 ]
23 0.857 | 1 1 0.833 ]
24 0.714 0,714 1 1 0.833 1
25 1 0.571 1 1 0,667 1
26 0.857 0.429 1 1 0.667 ]
0.286 1 1 0,667 0,333

0571
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Tabla 12b: Tabla de las varianzas muestrales de las frecuencias de homocigotas

nulos.

Var x RACO FAMAILLA ESCOBAR IMASCH. T.VIEJO H.MOLLE

1 0,0417 0,0370 0,0370 0 00417  0,0370

2 0,0370 0 0,0417 0,0370 0 0,0370

3 0,0370 0,0231 0 0,0370 0,0417 00417

4 0.0370 0 0,0231 0,0370 0,0231 0,0231

5 0 0 00417 0 0,023 0

6 0,0370 0 0,0370 0,0370 0,0231 0,0370

7 0,0370 0,0370 0,0231 0,0417 0,0370 0,0370

8 0,0370 0,0417 0,0370 0,0417 0,0231 0

9 0,0370 -0,0324 0 0,0370 0,0370 0,0370

10 0 0 0 0 0,0231 0,0741

1 0,0292 0,0292 0 0,0370 0,0370 0,0741

12 0.0292 00350 0 0 0,0370 0,0741

13 0 0 0,0480 0,0370 0,0370 0,0741

14 0 0 0.0480 0 0,0231 0

15 0 0.0175 0 0 0 0.0741

16 0,0175 0,0292 0 0 0,0417 0

17 0,0292 0,0350 0 0,0370 00417 0,0741

18 00175 0 0,0480 0 0.0417 0

19 0,0292 0,0350 0,0320 0,0370 0,0370 0,0741

20 0.0350 0 0 0 0 0

21 0 0 0 0,0231 00370 0

22 0 0 0 0 0,0370 0

23 00175 0 0 0 0,0231 0

24 0,0292 0,0292 0 0 0,023 0

25 0 0,0350 0 0 0,0370 0o !

26 00175 0.0350 0 0 0,0370 o
{00350 0 0 00741 |

0.0370
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Tabla 13a: Tabla de estimadores de la frecuencia alélica para cada locus.(ec.2q)

Frec. q RACO FAMAILLA ESCOBAR IMASCH. T.VIEJO H.MOLLE
1 0.7222 0.8251 0.8251 1 0,7222 0.8251
2 0.8251 1 0,7222 0,6025 0 0.8251
3 0.8251 09167 1 0.6025 0.7222 0.7222
4 0.8251 1 09167 0.8251 0.9167 0.9167
5 0 0 0.7222 0 0,4557 0
6 0.8251 1 0.8251 0,8251 0.9167 0.8251
7 0,6025 0,6025 0.9167 0.7222 0,6025 0.6025
8 0.6025 0.7222 0,8251 0,7222 0,4557 0
9 0.8251 1,0769 1 0.6025 0.8251 0.8251

10 1 1 1 1 0.9167 0,6298
11 0,5595 0.8512 1 0,6025 0,6025 0.8339
12 0.8512 0.7662 1 0 0.6025 0.8339
12 1 1 0,7877 0.6025 0,6025 0,8339
14 ] 1 0.7877 1 09167 1
15 0 0,4233 0 0 0 0.8339
16 0,9286 0.8512 1 1 0,7222 ]
17 0.5595 0,6706 0 0,6025 0,7222 0,8339
18 0.9286 1 0.6571 1 0,7222 1
19 0.8512 0.6706 0,9001 0.8251 0.8251 0.6298
20 0.7662 1 1 1 1 1
21 | 1 1 0.9167 0.8251 1
22 | 1 1 1 0.8251 1
23 0,9286 1 1 1 0.9167 1
24 0.8512 0.8512 1 1 09167 1
25 1 0.7662 1 1 08251 1
26 0,9286 0,6706 1 ] 0.8251 1
27 0.7662 0.5595 1 1 0.8251 0.6298



Tabla 13b: Tabla de la varianza muestral de las frecuencias alélicas.(Ec.2b)
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Var. RACO  FAMAILLA ESCOBAR IMASCH. T.VIEJO H.MOLLE
1| 00208 0,0139 0,0139 0 0,0208 0,0139
2 0,0139 0 00208 00278 0.0417 0.0139
3 0,0139 0,0069 0 0,0278 0,0208 00208
4 0,0139 0 00069 00139 0,0069 00069 |
5 . 00417 0,0417 00208 00417 0,0347 0.0417
6 | 0013 0 00139 00139 0,0069 0.0139
7 | o028 0.0278 00069 0,208 0,0278 0,0278
8 0,0278 0,0208 00139 00208 0,0347 00417
9 0,0139 -0,0069 0 0,0278 0,0139 00139 |
10 0 0 0 0 0,0069 00556
11 0,0255 00102 0 0,0278 0,0278 00278
12 0,0102 00153 0 0.0417 0,0278 00278 1
13 0 0 0.020 0,0278 0,0278 0.0278
14 0 0 0,020 0 0,0069 0
15 0,0357 0.0306 0,050 0.0417 0,0417 0.0278
16 0005 00102 0 0 0,0208 0
17 | 00255 0.0204 0,050 0.0278 0,0208 0,0278
18 | 0,005! 0 0,030 0 0,0208 0
19 ° 00102 0,0204 0,010 0,0139 0,0139 0,0556
20 0,0153 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0,0069 0,0139 0
22 0 0 0 0 0,0139 0
23 0,0051 0 0 0 0,0069 0
24 0.0102 0,0102 0 0 0,0069 0
2% | 0 0.0153 0 0 0.0139 0
26 | 0005 0,0204 0 0 0,0139 0

0,0255 0 0 0,0139 00556 |

00153
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b.1 - parametros de variabilidad intra e interpoblacional

Variabilidad intrapoblacional

Revisando el objetivo de este estudio recordemos que se
utilizan los patrones de bandas generados mediante RAPD (Random
amplified DNA polymorphisms) para evaluar el grado de variacién
genética entre poblaciones isoenzimdticamente diferenciadas. Se
intenta analizar la estructura genética de este mismo grupo de
poblaciones a través de los mismos indices, utilizando un marcador
molecular potencialmente mds sensible: Polimorfiimos de ADN
amplificados al azar. Se tienen en cuenta los supuestos para
poder aplicar los cdlculos de frecuencias génicas y genotipicas y los
estimadores de diversidad intra e interpoblacional propuestos por
Lynch y Milligan (1994).

Los estimadores de variabilidad genética intrapoblacional Hij(i)
son derivados de las estimas de frecuencias alélicas segun Lynch y
Milligan (1994). Estos mismos estimadores fueron cormregidos
considerando el exceso de homocigotas ((Fis) significativo detectado
mediante isoenzimas).

Los valores de diversidad intrapoblacional obtenidos al
promediar por el nUmero de loci observados (28) se ven modificados

por los valores de varianza muestral debida al muestreo de un
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numero finito de individuos (Var)) y la debida a la variaciéon en

diversidad genética entre loci (Vary).

Tabla 14a: Valores de variabilidad expresados por poblacién y por locus (Hij)(Ec.3a)

Hij RACO FAMAILLA ESCOBAR IMASCH. T.VIEJO H.MOLLE
1 0.4430 03164 0.3164 0 0,4430 03164
2 0.3164 0 0,4430 0.5346 0,0833 0.3164
3 03164 0.1666 0 0.5346 0.4430 0,4430
4 0.3164 0 0.1666 0.3164 0,1666 0,1666
5 0,0833 0.0833 0,4430 0,0833 0,5655 0,0833
6 0.3164 0 03164 03164 0,1666 03164
7 0.5346 0.5346 0.1666 0,4430 0,5346 0.5346
8 0.5346 0.4430 03164 0,4430 0.5655 0
9 0.3164 -0,1796 0 0.5346 0,3164 03164
10 0 0 0 0 0.1666 0,5774
1 0.5439 02737 0 0.5346 0,5346 0,3326
12 0.2737 0,3889 0 0.0833 0.5346 0.3326
13 0 0 0,3744 0,5346 0.5346 0,3326
14 0 0 0,3744 0 0.1666 0
15 0.0714 0,5495 0.1 0,0833 0.0833 0.3326
16 0.1428 0.2737 0 0 0.4430 0
17 0.5439 0,4826 0,1 0,5346 0,4430 0,3326
18 0,1428 0 0.5106 0 0,4430 0
19 0,2737 0.4826 0,1999 03164 03164 05774
20 0,3889 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0.1666 0.3164 0
22 0 0 0 0 0,3164 0
23 0.1428 0 0 0 0.1666 0
24 0,2737 0,2737 0 0 0,1666 0
25 0 0.3889 0 0 0.3164 0
26 0.1428 0.4826 0 0 0.3164 0
27 0,3889 0.5439 0 0 0.3164 05774

Hj(prom) 0,2410 0,203¢9 0.1418 0.2022 0.3283 0.2181
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Tabla 14b: Tabla de varianzas muestrales para los valores de variabilidad promedio

Hj(i).(Ec.3b)
RA TV HM FA M ES
Var (Hj) 0,0013 0.0019 0,0011 0.0019 0,0010 0,0017
Var | (H)) 0,0008 0,0004 0,0009 0,0009 0,0010 0,0010
Var L (Hj) 0,0005 0,0015 0,0003 0,0010 0.0001 0,0006

Se puede observar que en este caso la variabilidad aportada

por el andlisis de distintos loci es muy similar a le causada por

muestrear distintos individuos. De aumentar los tamanos muestrales ,

seria equivalente analizar mdas individuos o utilizar mayor nimero de

cebadores para obtener mas loci.

La diversidad intrapoblacional promedio fue estimada para el

conjunto de seis poblaciones (Hw) junto con su varianza muestral

Var(Hw).

Tabla 15: Valores promedio de variabilidad intrapoblacional para todas las
poblaciones analizadas (Hw) y su valor de varianza.(Ecs.5a.b.c.d.e.)

[ Hw 0,2225
Var (Hw) 0,0006
Var | (Hw) 0,0001
Var L (Hw) 0,0001
Var P (Hw) 0.0004

Los estimadores de variaciéon genética intrapoblacional (Hj)

para cada poblacién y cada loci no varian significativamente al ser
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recalculados considerando el exceso de homocigotas detectado
mediante isoenzimas. Estos mismos estimadores al ser promediados
sobre todos los loci son muy similares a aqguellos obtenidos de datos
isoenzimaticos. De hecho, las diferencias no pueden ser consideradas
significativas ya que los intervalos de confianza se superponen (Tabla
16).

Tabla 16: Tabla de valores de heterocigosis infrapoblacional promedio para cada

poblacion calculado mediante valores de frecuencias alélicas obtenidos
con isoenzimas y con Rapds.

RACO H.MOLLE T.VIEJO FAMAILLA |.MASCH. ESCOBAR

Hj (rapd) 0.241+/- 0.218+/-  0.328+/- 0.204+/- 0.202+/- 0.142+/-

0.0013 0.002 0.001 0.002 0.002 0.002
Hj (1so) | 0.206+/-  0.222+/-  0.24+/-  0232+/-  0.224+/-  0.208+/-
0.006 0006 0007 0006 0006 0006

Estructuraciéon poblacional

Los indicadores de estructuracion poblacional (Fst) fueron
calculados a partir de la heterocigosis entre poblaciones (Tablas 17
ab y c respondiendo a las ec. éa, 6b y 7c). La diversidad entre
poblaciones puede definirse como el exceso de heterocigotas que se
obtendrd al cruzar individuos de poblaciones distintas comparada con
la que se espera dentro de cada poblacién (Tablas 18 ab yc

respondiendo a las ecuaciones 7a, 8b y 10c).
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Al comparar medidas de subdivision poblacional, el valor total
de Fst calculado mediante RAPD indicaria moderada diferenciacion
de acuerdo a Hartl (1980) (Fst = 0.145 )con un factor de correccion

descripto en la ecuacién 10a.

Tabla 19: Valor del indice de fijacidn promedio para las seis poblaciones
estudiadas con vy sin el factor de correccidn comespondiente

Fst 0.1475

Fst s/corr 0,1474
corr 1,4968

b.2 - relaciones fenéticas entre las poblaciones

Los valores de distancias entre poblaciones (Djk Tabla 21) se
utilizaron para construir fenogramas utilizando el método de UPGMA
(Sneath and Sokal 1973). Todos los cdlculos se realizaron segun (Lynch
& Milligan 1994). El andlisis de agrupamiento realizado con las
distancias genéticas de Nei calculadas a partir de loci RAPD demostrd
una concordancia general con las distancias geogrdficas entre las

poblaciones estudiadas (Tabla 22, Fig 8).
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Tabla 20: Valores de identidad genética dentro de cada poblacién para cada

locus.

Jj=(1-Hj) RACO FAMAILLA ESCOBAR I MASCH. T.VIEJO H.MOLLE
1 0.5570 0,6836 0,6836 1 0.5570 0.6836
2 0,6836 1 0,5570 0,4654 0.9167 0,6836
3 0,6836 0.8334 1 0,4654 0.5570 0,5570
4 0,6836 1 0,8334 0,6836 0,8334 0,8334
5 09167 09167 0,5570 09167 0,4345 0,9167
6 0.6836 1 0.,6836 0,6836 0,8334 0,6836
7 0,4654 0.4654 0.8334 0,5570 0,4654 0,4654
8 0,4654 0.5570 0.6836 0,5570 0,4345 1
9 0,6836 1,1796 1 0,4654 0,6836 0.6836

10 1 1 1 1,0000 0.8334 0,4226

1 0,4561 0,7263 1 0,4654 0,4654 0,6674

12 0.7263 06111 1 09167 0,4654 0,6674

13 1 1 0.6256 0,4654 0,4654 0,6674

14 1 1 0.6256 1 0,8334 1

15 0,9286 0,4505 0,9000 09167 09167 0.6674

16 0.8572 0,7263 1 1 0,5570 1,0000

17 0,4561 05174 0,9000 0,4654 0,5570 0,6674

18 0,8572 1 0,4894 1 0.5570 1

19 0.7263 0,5174 0.8001 0.6836 0,6836 0,4226

20 0.6111 1 1 1 1 1

21 1 1 1 0,8334 0.6836 1

22 1 1 1 1 0,6836 1

23 0.8572 1 1 1 0,8334 1

24 0,7263 0.7263 1 1 0.8334 1

25 1 0,6111 1 1 0,6836 1

26 0,8572 05174 1 1 0,6836 1

27 06111 0,4561 1 1 0,6836 0.4226
Jjprom  0,5841 0,5698 0,8418 1 0,6203 0.5531
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Tabla 22: Tabla de valores de heterocigosis interpoblacional promedio para cada
par de poblaciones (debajo de la diagonal) y valores de distancia
genética entre poblaciones (sobre la diagonal).

RACO FAMAILLA ESCOBAR I. MASCH. T.VIEJO H. MOLLE

| RACO | - 01223 03291 04465 0,1287 00600 |
' FAMAILLA | 0,004 - 04085 04944 01762 04158 |
ESCOBAR | 0036 0,058 . 06102 03483  0,3210
. MASCH. | 0,051 0,050 0,074 - 05959  0,4105

' T.VIEJO | 0022 0050 0,049 -0,080 - 0,1069
_H.MOLLE | 0028 0020 0098 0064 _ 00546 :

Figura 8: Fenogramas readlizados utilizando a) las identidades
geneticas de Nei 51977; estimadas mediante los metodos
descriptos por Nei (1987), con el programa GENIND (Vilardi
1993). incluyendo todas las poblaciones. b) los datos de similitud
interpoblacional obtenidos con marcadores RAPD mediante el
método UPGMA.

Fenograma Representativo de las Distancias entre Poblaciones de

Dichroplus elongatus
Basado en Datos Alozimicos. Método UPGMA

o 0.001 . 0.002 0.003 0.004
RA :
H

Tl

v ¢
FA -}—
M —
ES

s 0001 0.002 0003 0.004

Distancias de Nei
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Fenograma Representativo de las Distancias entre Poblaciones de
Dichroplus elongatus
Basados en Datos de RAPDs. Método UPGMA

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

FA

ES :

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Distancias de Lynch y Milligan

¢) Comparacién de resultados obtenidos mediante

isoenzimas y RAPD

El hallazgo de concordancia entre las distancias genéticas y
geogrdficas no es consistente con los resultados obtenidos mediante
estudios alozimicos (donde no se correspondian ambas distancias).

Las matrices de distancias obtenidas a partir de datos
isoenzimaticos y de fragmentos amplificados al azar no se
corresponden, como se esperaria de dos marcadores neutros.
Concordantemente el valor de correlacion entre matrices de
distancias obtenidas mediante isoenzimas y Rapds realizado mediante
el Test de Mantel (r = 0.029; p = 0.459) muestra que las matrices no se
correlacionan significativamente. En el fenograma resultante de los
valores de distancia entre poblaciones (Djk) (Fig. 8) se observa que las
poblaciones Tucumanas se agrupan de acuerdo con sus distancias
geogrdficas. Las poblaciones de Buenos Aires, sin embargo se

diferencian marcadamente entre si.




Il - Estudios entre especies

a) Identificacion de los caracteres

Se obtuvo un total de 58 fragmentos de restriccién (bandas) en
las siete especies analizadas. Esta bandas son el producto de la
digestion con nueve enzimas de restriccion: Hae ll, Hind Ill, Pst|, Eco
RI, BamHI, Xbal, Scal, Hhaly Alu] (Figuras 8, 9, 10, 11 y 12).

No se encontré variacién intraespecifica para los patrones de
restriccion de las enzimas analizadas. Dos de las especies en estudio
(S. femniscata y D. elongatus) presentaron dificultades en la digestion
con la enzima Hae lll, la cual determina doce caracteres (bandas).
Las bandas son identificadas por la enzima que generé el fragmento
seguida por un nuUmero que indica su peso molecular decreciente. A
partir de estos datos se construye una matriz de caracteres (Tabla 25)
indicando presencia o ausencia para cada una de las bandas en

cada una de las especies en estudio.
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Tabla 24: Tabla de identificacion de cada fragmento de restriccién
como caracter para ser utilizado en la matriz.

Enzima
Bam HI Alu | Xbal Scal
Frag(Kb) Car.  Frag(Kb) Car. ' Frag(Kb) Car. Frag(Kb) Car.
9467  BamHI1 114 Alul 1 11678  Xbal1 12882  Scalt
7657 BamHi2® 105 Alu!2 8357  Xbal2. 958 Scal2
6193  BamHi3 10 Alui3 4235  Xbal3. 5 Sca!3
5376  BamHi4 9.2 Alut4 3214  Xbal4: 255 Sca!4
85 AluiS 1258  Xbal5 2526 Scals
8.1 Aui6 1 Scal6
76 Alul7
6.5 Aluls
Enzima
Haelll Hindlil Eco Rl Hhal Pstl
_Frag(Kb) Car. . Frag(kb) Car. Frag(Kb) Car. : Frag(Kb) Car ' Frag(Kb) Car.
15798  Haelll | 11,061 Hindil 1 8184  EcoRll 8,92 Hha 1 8,242 Pstl1
11.383  Haelll 2 10,289 Hind! 2 4633  EcoRI2. 8167  Hhal2 7.349 Pst12
694  Haelll3 9.343 Hindil 3 4419  EcoRI3 712 Pst13
5017  Haelll 4 8,904 Hind! 4 3833  EcoRl4 693 Pst1 4
475  Haell§ 6,353 HindM 5 3655  ECORIS
4,144  Haell 6 5.498 Hindi & 275 Eco Rl 6
3423 Haelll 7 3.235 Hind 7 2385  EcoRI7
3,069 Haelll 8 2,542 Hind!l 8 1,632 ECoRI8

2,905 Haelll ¢
2,093 Haelll 10
1,428 Haelll 11
1,029 Haelll 12
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Figura 9: Fotografia del southern blott de especies del género
Dichroplus y de Scofussa lemniscafa (outgroup) digeridas con
Hindlll junto con el marcador de PM, lambda digerido con la
misma enzima, utilizando como sonda el ADNmt de Caledia
capfivay la interpretacion del patrén de bandas obtenido.

Referencias: 1: plasmido pCcl1(contiene fragmento de 3kb)

2y 3 : Scotussa lemniscata; 4y 5 : D. pafruelis; 6y 7 : D. pratensis;, 8y 9 :

D. vifaftus; 10y 11: D. bergii; 12: D. punctulatusy 13: D. elongaftus.

Hind N

28
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Figura 10: Fotografia del southern blott de especies del género
Dichroplus y de Scoftussa lemniscata (outgroup) digeridas con
Haelll junto con el marcador de PM, lambda digerido con
Hindlll, utilizando como sonda el ADNmt de Caledia capfivay la
interpretacion del patron de bandas obtenido.

Referencias:1 6 : pruebas con otras especies; 7: Scofussalemniscafa;

8: D. patruelis; 9: D. pratensis; 10: D. vitattus; 11: D. bergi;
12: D. punctulatus; 13: D. elongaftus.

Hae lll

e
£ o

e

— — — —— — — — — —— — e — — — o—
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Figura 11: Fotografia del southemn blott de especies del género
Dichroplus y de Scotussa lemniscata (outgroup) digeridas con
Sca |l junto con el marcador de PM, lambda digerido con Hindlll,
utilizando como sonda el ADNmt de Caledia capfiva y la
interpretacién del patron de bandas obtenido.
Referencias: SL: Scofussa lemniscata; pa: Dichroplus pafruels; . pr:
D. pratensis; vii. D. vitattus; be: D. bergii; pu. Baeacris
punctulafus; .

Scall

SI be pr pa Vi Ppu
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Figura 12: Fotografia del southern blott de especies del género
Dichroplus y de Scotussa lemniscata (outgroup) digeridas con
Alu | junto con el marcador de PM, lambda digerido con Hindlll,
utilizando como sonda el ADNmt de Caledia capfiva y la
interpretacion del patréon de bandas obtenido.
Referencias: SL: Scotussa lemniscata; pa: Dichroplus pafruels; , pr:
D. pratensis; vi: D. vitattus; be: D. bergii; pu: Baeactris
punctulatus; .

Alul

S| be pr pa vi  Pu A
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Figura 13: Fotografia del southem blott de especies del género
Dichroplus y de Scotussa lemniscata (outgroup) digeridas con
Xba 1 junto con el marcador de PM, lambda digerido con
Hindlll, utilizando como sonda el ADNmt de Caledia capfivay la
interpretacion del patrén de bandas obtenido.

Referencias: 1- 6 : pruebas con otra especie. 7: D. elongatus ; 8.

Baeacris punctulatus; 9: D. bergii; 10: D. vitattus; 11:D. pratensis; 12.

Dichroplus paftrvelis; ,13: Scotussa lemniscata,

Xba l
K123456 8910111213f
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b) Algoritmo de Wagner

Este algorimo exacto se aplica mediante la opcién “ie" (implicit
enumeration) del programa Hennig86 y a diferencia del algoritmo de
Dollo no tiene ninguna restriccidon respecto del tipo de cambios que

puedan sufrir los caracteres.

b.1- cladogramas fundamentales

Se obtuvieron dos cladogramas fundamentales mas
parsimoniosos, de 76 cambios de longitud. El indice de consistencia
del 77% obtenido da una idea de la confiabilidad del cladograma
relacionada con su longitud, expresada en funcion de los cambios
esperados con respecto a los observados. El indice de retencién del
52% evalua el porcentaje de homoplasias (paralelismos y reversiones)
que ocurren en esos cladogramas con respecto a la peor situacién
posible (en la que todos los cambios serian homopldsicos)

En las figuras 14 b y c se puede observar que ambos
cladogramas presentan una tricotomia basal que involucra a .
lemniscata (especie utilizada como grupo externo); a D. elongatusy
a un grupo monofilético que incorpora al resto de las especies

analizadas.
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De los 58 caracteres analizados 21 resultan informativos para la
formacién de grupos (ver fig. 14 a). Los caracteres nUmero 31 y 51 son
sinapomorfias del género (novedades evolutivas del género
incluyendo a B. puncfulafus) y los nUmero 18, 20, 33, 47 y 50 son
también sinapomorfias del género pero esta vez indicando pérdida
del caracter (en el caso de fragmentos de restriccion la pérdida
puede indicar el surgimiento de un nuevo sitio de restriccion dentro
del fragmento que causa la "desaparicién” de ese fragmento de un
tamano determinado y a su vez puede determinar la pérdida real de
un sitio). Seis caracteres (nUmeros 32, 35y 37 - de 0 a 1- y nUmeros 34,
36y 38 - de 1 a 0) originan el grupo monofilético que involucra a todas
las especies excepto a D. elongaftus. Dos sinapomorfias originan la
separaciéon de D.vifattus (esto es comUn a ambos cladogramas).

A partir de esta ramificacion se obtienen dos posibles arboles de
igual longitud que muestran a D. paftrvelis, D. pratensis, D. bergiiy B.
punctulafus  relacionadas de diferente forma, en un caso B.
punctulatus es especie hermana de D. bergii (Fig 14 b) y en el otro

caso lo es de D. patruelis (Fig. 14c)
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b.2- cladograma de consenso estricto

El programa Hennig8é6 sélo calcula el arbol de consenso estricto
incluyendo los grupos que se encuentran en todos los cladogramas
fundamentales (opcidén Nelsen). En nuestro caso, como se desprende
de la descripcién anterior, este arbol consta de una tricotomia basal
que incluye al grupo externo, a D. elongafus y a un grupo
monofilético del que se desprende primero D.vitatfus para terminar en
una policotomia sin resolver que incluye a las restantes cuatro

especies entre las que se encuentra B. punctulatus. (Fig 14d)

b.3- otros grupos externos ensayados

Siguiendo la metodologia utilizada por Lanteri (1992) se utilizd
una especie no descripta como grupo externo con ausencia de todos
los caracteres (todos 0). Esto se hizo con el objeto de reemplazar a §.
lemniscata que tiene un nUmero considerable de datos faltantes ya
que no resolvid para una de las enzimas ensayadas (Hind Ill). Se
redlizaron dos ensayos diferentes, reemplazando al grupo externo (Fig.
14 e y f) e incluyéndolo en el grupo de especies en estudio (Fig 14g).

En el primer caso se obtienen dos cladogramas fundamentales

de longitud 69 con un indice de consistencia del 75% y un indice de
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retencion del 50%. Ambos comparten una estructura similar a la de los
tres cladogramas anteriores con una tricotomia basal que incluye al
grupo externo y dalternativamente a D. elongatus (Fig 14e) y a D.
vitattus {Fig 14f) y un grupo monofilético que incluye al resto de las
especies. En el primer cladograma D. pafruelis queda como especie
hermana de B. punctulafusy en el segundo lo es de D. elongatus

Al realizar el consenso estricto entre los dos cladoggramas se
obtiene un cladograma que no resuelve la policotimia que incluye a
todas las especies.

Cuando incluimos a S. /lemniscafa dentro del grupo interno se
obtiene un Unico cladograma de caracteristicas muy diferentes (Fig
14g) y con una longitud mucho mayor, de 82 cambios y con un indice
de consistencia del 69% y un indice de retencion del 45%. A partir de
una tricotomia basal que involucra al grupo externo y a D. vitaffus se
obtienen dos grupos monofiléticos: uno involucra a D. bergiiy B.
punciulatus como especies hermanas unidas a D. prafensis y otro en
el que las especies hermanas son . /femniscata (el grupo externo) y D.
elongaftus. La formacion de este Ultimo grupo no es sorprendente ya
que D. elogatus en todos los cladogramas anteriores mostraba pocos

caracteres que la diferenciaran del outgroup.
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Fig. 14 a : Cladograma fundamental obtenido mediante el Algoritmo
de Wagner indicando los camdios que originan cada nodo (o grupo).

Verde = sinapomorfias, rojo = homoplasias (reversiones o paralelismos)
y azul = autoapomorfias)
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Fig. 14 b y c: Cladogramas fundamentales obtenidos mediante el
Algoritmo de Wagner utilizando a . lemniscata como outgroup.
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Fig 14 d : Cladograma de consenso estricto para los dos cladogramas
fundamentales obtenidos mediante el algoritmo de Wagner utilizando
a §. lemniscatfa como grupo externo.
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Fig 14 e y f : Cladogramas fundamentales obtenidos mediante el
algoritmo de Wagner utilizando el grupo externo artificial.
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Fig 14 g: Cladograma fundamenta obtenido mediante el algoritmo

de Wagner utilizando el grupo externo artificial e incluyendo a .
lemniscafa en el grupo interno.
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c) Algoritmo de Dollo

Se aplica este algoritmo cuya cardcteristica es que no permite
las ganancias convergentes ni las reversiones a 1 (ganacia, pérdida y
ganacia del mismo caracter) utilizando el paquete de programas
para inferencia de filogenias (PHYLIP: phylogeny inference package,
Joe Felsestein, 1991) mediante el subprograma Dollop. Este programa
ejecuta el método de parsimonia de Dollo para fragmentos de

restriccion.

c.1- cladogramas fundamentales

Al utilizar este algoritmo que funciona con mayores restricciones,
S. lemniscatta se situa naturalmente como grupo externo
obteniéndose dos cladogramas fundamentales (Fig 15 a y b) (este
programa no calcula indices). En ambos cladogramas D. vitatfus es la
especie que como gupo monofilético se desprende del grupo
externo y luego lo hacen D. paftrvels. D. praftensis, D. bergii, D.
elongaltus y B. punctulatus formando un grupo monofilético. En un
caso las dos primeras se situan como especies hermanas (Fig 15 a) y

en el otro caso las dos especies restantes (B. punctulafus y D.
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elongatus) forman también un grupo monofilético de especies

hermanas (Fig. 15b).

c.2 - cladograma de consenso estricto y de mayoria

Al construir el cladograma de consenso (programa consense)
tomando a §. /emniscafa como grupo externo observamos que,
concordantemente a lo descripto anteriormente, B. punctulatus
queda unida al grupo de especies hemnanas formado por D. bergiiy

D. pratensis. (Fig 15c).

c.3 - otros grupos externos ensayados

Se utiliza 8. punctulafus como grupo externo o "outgroup” con
el objeto de evaluar la localizacion del grupo externo natural con
respecto a las otras especies en estudio. Se obtuvo un cladograma
que muestra que D. elongatus se separa primero del grupo externo y
da origen a un grupo monofilético que luego da origen a otros dos
grupos monofiléticos. Uno de los grupos tiene a D. vitatfus unida como
especie hermana al "outgroup natural' que seria S. lemniscaltfay a D
patruelis. El otro grupo monofilético estd compuesto por D. pratensis y

D. bergiicomo especies hermanas (Rg 15 d)
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Fig. 15 a y b: Cladogramas fundamentales obtenidos al aplicar el

Algoritmo de Dollo.
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Fig 15 ¢: Cladograma de consenso estricto y de mayoria obtenido a
partir de los cladogramas fundamentales obtenidos al aplicar el
algoritmo de Dollo.
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Fig. 15 d: Cladograma de consenso obtenido utilizando a B.
punctulatus como grupo externo al aplicar el algoritmo de Dollo.
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| - Andlisis microevolutivo: patrones de variacion

entre poblaciones de Dichroplus elongatus

El potencial de las isoenzimas como marcadores genéticos no
fue inmediatamente predicho cuando la variabilidad isoenzimatica
fue inicialmente descripta (Hunter y Markert, 1957; Markert y Maller,
1959). La elevada incidencia de polimorfismos alozimicos fue bastante
desconcertante. La teoria cldsica habia predicho que las formas mas
"eficientes” de una enzimq, llegarian a través del tiempo a ser
predominantes en las poblaciones, con ocasionales alelos raros
producidos por mutacion. El descubrimiento en muchas poblaciones
de altos niveles de polimorfomismos en loci isoenzimaticos, forzd6 a una
reconstruccién de la teoria evolutiva (Kimura y Crow, 1964; Kimurag,
1983).

El rol de la seleccién y la mutacion continda siendo debatido,
pero tales desacuerdos no han impedido el uso de estas variantes
genéticas en muchas aplicaciones. Ellas fueron aplicadas en
numerosos estudios sitemdaticos, de evaluacion de la variabilidad y de
mejoramiento. Agunos ejemplos son la aplicacién a estudios
sistemdticos en invertebrados (Nair ef al, 1971; Ayala, 1974; Ayala ef
al, 1974), en estimaciones de la pérdida de variabilidad en especies

en cavutiverio (Wayne ef al, 1986), en estudios de patrones de
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diferenciacion genética enire especies de insectos pardasitos de

diferentes hospedadores (Feder ef a/. ,1990 a,b).

a) estructuracion poblacional

Los estudios electroforéticos realizados en las poblaciones de
Dichroplus elongafus aqui presentadas muestran un exeso de
homocigotas como una caracteristica general. Varias causas pueden
ser invocadas para explicar esta desviacion de las proporciones
esperadas por la Ley de Hardy-Weinberg. 1) Seleccién en contra de
los heterocigotas, 2) Apareamiento preferencial, 3) Heterocigotas
para alelos nulos errobneamente considerados homocigotas activos, 4)
Andlisis de muestras mezcladas con individuos provenientes de dos o
mds subpoblaciones que difieren en frecuencias alélicas (Efecto
Wahlund).

Con respecto a la primera opcion, la seleccidén en contra de los
heterocigotas en general da origen a condiciones politipicas y no
polimorficas (Vilardi, 1986). Que la desviacion de las proporciones
esperadas se encuentre en los siete loci polimérficos y sea significativa
en seis de ellos descarta las opciones dos y tres y apoya la Ultima. La
subdivision poblacional puede deberse a una vagilidad limitada, tal

vez determinada por factores comportamentales ya que no se



152

encontraron barreras efectivas dentro de las localidades
muestreadas. Sin embargo, como propone Gill (1981) para especies
de saltamontes, esta estructuracion puede surgir debido a cambios
sutiles en la vegetacion, por ejemplo un pequefio matorral puede ser
suficiente para aislar dos demos.

En una de las poblaciones de la Provincia de Buenos Aires (ES)
se encontraron diferencias significativas entre las frecuencias alélicas
de machos y hembras para uno de los loci (Ldh-1). Unicamente si este
patron se repitiera en otras poblaciones podria ser atribuido a
presiones selectivas diferenciales entre los sexos que a su vez se
podrian explicar por las diferentes exigencias de movilidad debido a
las estrategias de cortejo. Ldh es una enzima de gran importancia ya
que cataliza reacciones relacionadas con la produccion de dacido
pirdvico y con el movimiento muscular. Asimismo el hecho de haberlo
encontrado sélo en dos de las siete poblaciones analizadas puede
indicar que estas conclusiones serian apresuradas, debiéndose las

diferencias a errores estadisticos.

c) distancias genéticas

Las distancias genéticas de Nei oscilaron airededor de los

valores esperados para poblaciones locales, sin embargo deben ser
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consideradas significativas si se tienen en cuenta las estimaciones de
Fst para tres loci: para Aatl y Pepl - en concordancia con lo
esperado para loci que responden a una distribucion clinal (Singh y
Rhonberg, 1987) -, y para Est-3. Estos tres loci son entonces los que
aportan mads a la diferenciacion entre poblaciones y por ende al
fenograma. Las relaciones observadas en el andlisis de agrupamiento
no pueden ser explicadas por las distancias geogrdficas siendo la
mayor discordancia la unién de IM y FA situados a mds de 1000 km. de
distancia (Fig 6é). Al eliminar IM del andlisis el fenograma resultante
concuerda en forma global con las distancias geogrdficas. La similitud
genética entre IM y FA puede deberse a que ambas tienen
frecuencias similares para los loci de mds peso al evaluar la

diferenciacion entre poblaciones (Pep-1 y Est-3).

c) la variacion clinal y sus posibles implicancias adaptativas.

La variacién clinal ha sido ampliamente estudiada debido a
qgue es una herramienta Util para analizar procesos de adaptaciéon y
flujo génico en poblaciones espacialmente estructuradas (Endler,
1973; May et al, 1975; Barton y Hewitt, 1981). Muchos ejemplos
demuestran asociaciones entre atributos fenotipicos o genotipicos de

una poblacién y algunos aspectos del ambiente fisico (Hedrick ef af ..
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1976; Hedrik, 1986; Mc.Donald, 1983; Anderson ef al., 1987; Shaw ef
al, 1988; Confalonieriy Colombo, 1989, 1994).

En las poblaciones de Dichroplus elongafus aqui analizadas se
verificd una clina latitudinal para el locus Aat-1, siendo el primer
ejemplo de distribucién clinal alozimica en saltamontes. Este patréon
de variacion puede ser consecuencia de presiones selectivas
diferenciales actuando sobre este locus o sobre loci en desequilibrio
de ligamiento, siendo el agente selectivo alguna variable ambiental
asociada con la latitud.

Los estimadores Nm calculados pueden ser interpretados como
un alto flujo génico entre las poblaciones. Sin embargo la existencia
de barreras ecoldgicas y geogrdficas entre las poblaciones y la
agrupacion de las poblaciones en los fenogramas hacen que la
migraciéon no sea la explicacién mads probable para las similitudes
encontradas. Esto nos sugiriere que las frecuencias alélicas serian
mantenidas dentro de un qgjustado rango por presiones selectivas,
dando incluso en un caso una distribucién clinal de frecuencias (AAT).

La enzima aspartato amino transferasa (AAT) cataliza la
conversion reversible de aspartato y a-ketoglutarato a oxalacetato y
glutamato usando como coenzima al piridoxal-5 fosfato. Fleischer ef
al. (1960) descubrieron dos formas distintivas de la enziima en musculos

de corazdén de mamiferos. Luego, varios investigadores (J.W. Boyd et
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al, 1961) han demostrado que una forma de la enzima estd presente
en la fraccion soluble de la célula y que la otra estd asociada con la
mitocondria. Ambas formas han sido purificadas en una variedad de
tejidos de mamiferos (J.W. Boyd et al, 1964) y las dos formas de AAT
son, de hecho dos enzimas diferentes. Difieren en su comportamiento
electroforético y cromatogrdafico, curvas de actividad, peso molecular
y propiedades inmunolégicas (Martinez-Carrion y Tiemeier, 1967). El
patrén usual en humanos consiste en una banda anédica mayor y
dos bandas menores que representan la forma soluble de la enzima, y
una gran banda catédica con por lo menos dos bandas menores que
representa la forma mitocondrial .

La intensidad diferencial de las bandas del locus Aat-2 en
extractos de pata de D. elongatus y su ubicacion catédica (Fig.2)
sugeriria que las bandas corresponden a la forma mitocondrial de Ia
enzima. Esta se encontraria en mayor concentracién que la forma
soluble en extractos de pata debido a la presencia de gran cantidad
de mitocondrias en el tejido muscular de este insecto saltador.

En las poblaciones estudiadas se volvié a verificar la variacion
direccional de las frecuencias alélicas (clinas) con la latitud para
Aat-1, agregando poblaciones en los extremos del gradiente
estudiado: FA (Famailld) en Tucuman y ES (Escobar) en Buenos Aires

(Fig.1). Las frecuencias alélicas de Aat-1 se asocian también en forma
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significativa con la temperatura minima (TMin), identificando asi a esta
variable climdtica como la responsable del patrén clinal. En este
caso no es sorprendente que la variable climatica de mas peso sea la
temperatura minima ya que D.elongafus a pesar de tener una
distribucidén muy amplia, es susceptible a las bajas temperaturas siendo
la temperatura ideal para su reproduccidén y crecimiento en
condiciones de laboratorio es el rango de temperaturas entre 22-28°C
(datos recogidos en nuestro laboratorio durante experimentos de
cria). En el pez teledsteo Funaulus heteroclifus se encontraron
diferencias en la estabilidad térmica y/o la cinética de estado estable
entre las variantes alélicas del locus Aat-1 (forma citoplasmdatica) y se
estimé el "fitness" (aptitud) diferencial de cada una de las variantes
(Powers ef al., 1993).

Hay dos hipdtesis evolutivas para justificar la existencia de
variacién clinal en las frecuencias alélicas. La correlacién de
frecuencias alélicas es una de las formas mdas comunes en que se
evidencia la seleccién natural sobre loci alozimicos (Endler, 1977). Sin
embargo, la dispersion a lo largo de un gradiente ambiental podria
también ser la causa de estos patrones de variacién (Wysmann y
Cavalli-Sforza, 1984). De hecho, una asociacién aparente de

frecuencias alélicas con una Unica variable ambiental, como ser una
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clina Iatitudinal correlacionada con la temperatura puede resultar
también de procesos combinados de migraciéon y deriva genética.

Ejiemplos de patrones repetidos clinales incluyen a seis loci
enzimdticos en Drosophila melanogaster, en los que se encuentran
clinas de frecuencias alélicas en tres continentes (Oakeshott et al,
1981, 1982, 1983, 1984). También hay clinas latitudinales en dos areas
para seis loci en el pez teleosteo Funaulus heteroclitus (Powers et al.,
1986). En el saltamontes Tnmerotroppis palidipennis se observaron
patrones similares a lo largo de diferentes gradientes altitudinales para
polimorfismos de inversion (Confalonieri et al, 1994), asi como una
clina latitudinal para dos loci de esterasas que se encontrarian
presumiblemente en equilibrio de ligamiento con algunas de estas
inversiones (Matrajt ef al., 1996). La variable ambiental responsable de
la variacién clinal de las frecuencias de Pep-1'y Aat-1? serian la
temperatura mdxima absoluta y la temperatura minima media
respectivamente. La diferenciacién entre poblaciones medida
mediante los valores de Fst para estos dos loci son consistentemente
significativas como se observa para loci que muestran una distribucién
clinal en Drosophila melanogaster (Singh y Rhomberg, 1987).

Hay cuatro lineas de evidencia que sugieren causas alternativas
al "contacto secundario” (interaccién entre deriva y migracion) para

explicar los patrones de variacion direccional encontrados para Aat-1
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y Pep-1 en Dichroplus elongatus. En primer lugar, si se encuentran ejes
concordantes para diferentes loci (es decir que las frecuencias
alélicas para diferentes loci varian en una misma direccién con
respecto a una Unica variable como en Quercus pefraea (Lanetto y
Kremer, 1995)), el flujo génico en gran escala podria ser responsable
de la variacién clinal de las frecuecias alélicas. Por otro lado, si se
encuentran diferentes variables en asociacién con distintos loci
entonces se debe invocar a la seleccion (Barbujani, 1988).

Nuestros resultados apoyarian la hipétesis selectiva ya que Aat-1
y Pep-1 estan correlacionados con diferentes variables (Lat, Long,
T.Min y TMax; T.Max.Abs y T.Min.Abs respectivamente) sin mostrar
ninguna correlacién concordante con ninguna de las nueve variables
estudiadas.

En segundo lugar, en el fenograma construido a partir de las
distancias genéticas las poblaciones no se vinculan de acuerdo con
lo esperado considerando las distancias geogrdficas;
concordantemente, ambas matrices no muestran correspondencia.

En tercer lugar, el flujo génico estimado seria lo suficientemente
elevado como para enmascarar las diferencias en las frecuencias
alélicas si estas fueran originadas solamente por deriva genética.

Por Ultimo, el patron de variacidn encontrado se mantiene

incluso al incluir poblaciones muestreadas en distintos anos (Tabla 1).



159

Esto sugiere que de alguna manera la variacién clinal encontrada es
estable en el tiempo. Un gradiente temporalmente estable debe ser
mantenido por algun tipo de seleccion, de lo contrario el gradiente

ya habria desaparecria.

De esta maneraq, los resultados obtenidos sugieren la existencia
de un probable efecto adaptativo de algunos loci alozimicos, que

estaria determinado en Ultima instancia por variables ambientales

relacionadas con la latitud.

d) comparaciéon de estimaciones de variabilidad medida a

través de diferentes técnicas

En Drosophila melanogaster (Begun y Aquadro, 1993) y en
Ceralifis capitata (Barufi et al, 1995) se encontré mayor variacién a
nivel del ADN utilizando secuencias no-codificantes que la que habia
sido detectada en estudios alozimicos. Contrariamente, en otras
especies de ortépteros como Trimerotropis pallidipenis se encontraron
niveles de variacidon similar para ambos marcadores (RAPDs e
isoenzimas) (Confalonieri y Remis, enviado).

A partir de los datos de variabilidad resultante se desprende que
la varigbiidad obtenida mediante isoenzimas no difiere de la

obtenida mediante RAPDs para Dichroplus elongatus.
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En muchos casos donde se clonaron e identificaron productos
de amplificacién mediante RAPD, se encontré que la mayoria de las
secuencias mas informativas para estudios pobacionales derivan de
secuencias repetitivas en el genoma (Kazan et al., 1992; Haymer y Mc.
Innis, 1994; Haymer, 1994). Si muchos de los productos de
identificacion representan ADN repetitivo deberiamos esperar niveles
mas altos de variabiidad con marcadores RAPD que con
isoenzimdticos. Si seguimos este razonamiento, no seria la semejanza o
diferencia entre los estimadores obtenidos por estos dos métodos un
indicador de la cantidad de ADN repetitivo presente en un genoma
en particular?.

Otra posible explicacion seria que los “primers" o cebadores
vtilizados no amplifican regiones de ADN altamente repetitivo y esto
podria contestarse Unicamente ensayando un mayor niUmero de
cebadores, aunque la eleccién azarosa de las secuencias a
amplificar hace que esta explicacién sea poco plausible.

El valor de Fst calculado mediante RAPD indicaria que Ia
diferenciaciéon es moderada de acuerdo a Hartl (1980) (Fst = 0.145 ).
Este resultado no es sorprendente ya que en los estudios
isoenzimaticos se habia demostrado la ocurrencia de flujo génico
significativo entre poblaciones. De todos modos, este valor de Fst es

mucho mayor que el calculado a partir de datos alozimicos (Fst=

0.0367 ).
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Los estimadores de Fst se basan en modelos evolutivos que
asumen migracién y deriva genética de variantes alélicas neutras
entre demos igualmente accesibles (Nei, 1977; Nei y Cheeser, 1983;
Matrajt ef al, 1995). El hecho que los RAPDs sean considerados
marcadores genéticos de relativa neutralidad fenotipica daria mas
exactitud a este estimador comparado con uno que surge del cdlculo
utilizando loci alozimicos que muestran alguna evidencia de no-
neutralidad. Mdas aun, los RAPDs pueden brindar un grdn niUmero de
marcadores, lo que aseguraria también un mejor estimador.

Sin embargo, teniendo en cuenta la relacién existente entre los
indices de fijacion (Fis y Fst), [(1 - Fit) = (1- Fis) ( 1 - Fst)], cualquier valor
de Fis significativamente diferente de 0 resultard en una sobre o
subestimacién de los valores de Fst calculados mediante loci Rapds.
Ya que en D. elongafus los estudios isoenzimaticos revelaron un
exceso de homocigotas en la mayoria de los loci analizados
entonces, el valor de Fst basado en RAPDs podria ser una
sobreestimaciéon del valor real. Esto explicaria la gran diferencia de
este valor cuando es comparado con el estimador que surge de
marcadores isoenzimaticos.

La falta de concordancia entre los fenogramas realizados a
partir de datos alozimicos y de RAPD puede deberse nuevamente al

uso de loci con una posible funcidn selectiva. El hecho es que las
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distancias genéticas no se comesponden con las geogrdficas para
marcadores alozimicos. Esto reforzaria la nocion de selectividad para
estos Ultimos y de neutralidad de los marcadores RAPD (que dan
como resultado distancias genéticas y geogrdaficas concordantes).

A la luz de estos resultados que senalan a al menos algunos loci
alozimicos como de evidente efecto selectivo y a los loci RAPD como
de evidente comportamiento neutral, es recomendable tener
precaucion en el uso de los estimadores de variabilidad intra e
interpoblacional. La utilizacién conjunta de ambas técnicas sobre el
mismo grupo de poblaciones probd ser una herramineta potente e
interesante para el andlisis, brindando mds informaciéon que cada

técnica por separado.
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Il - Analisis de las relaciones filogenéticas entre

especies del género Dichroplus

Las premisas en las que se basan los estudios filogenéticos son:
la herencia de caracteristicas ancestrales y la existencia de una
historia evolutiva definida por cambios en estas caracteristicas. La
herencia estable de caracteristicas estd mediada por el genoma. Las
diferencias debidas a factores ambientales y epigenéticos no provee
informacion utili y deben ser especialmente evitadas; todos los
caracteres de interés deben estar determinadas genéticamente. Por
lo tanto, los datos para inferencias filogenéticas reflejan en cierta
medida la informacion proveniente del genoma. Desde esta
perspectiva reduccionista, una historia evolutiva completa es sindnimo
de un relato paso por paso de mutaciones fijadas en todos los linajes
gendmicos de interés (Swofford y Olsen, 1990).

Como en cualquier otro nivel de comparacién, el ideal es
encontrar caracteres que exhiban variacién entre, pero no dentro de
los grupos (especies) bajo estudio. Mas aun, las diferencias entre
grupos no deben ser tan grandes como para que la existencia de
convergencias y paralelismos oscurezcan la verdadera filogenia. La
eleccion de la secuencia a andalizar es critica para obtener este tipo

de balance. Las secuencias con tasa de evolucién rapida (alta) y
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baja o moderada variacién intraespecifica son las mas apropiadas
para analizar relaciones entre especies muy relacionadas, mientras
que aqguéllas con tasa evolutivas mdas bajas pueden proveer
caracteres Utiles para estudiar divergencias relativamente antiguas
(Dowling et al., 1990).

Los estudios filogenéticos realizados utiizando técnicas
moleculares pueden ser Utiles para contrastar hipotesis planteadas a
partir de datos morfolégicos del mismo grupo de especies. La
complementariedad existente entre estudios sistemdaticos que utilizan
datos morfoldégicos y moleculares determina que los resultados
obtenidos trasciendan la utilidad de su estudio por separado (Gould ef
al., 1974; Mickevich y Johnson, 1976; Nixon y Taylor, 1977; Miyamoto
1981; Shaklee y Tamaru, 1981; Best ef al., 1986.)

Uno de los temas que genera mdas controversia al manejar
diferentes tipos de caracteres es si deben o no ser combinados en un
Unico andlisis. Kluge (1989) toma una posicion a favor de la
combinacién de caracteres al expresar que las clasificaciones deben
basarse en "toda la evidencia". Bajo su punto de vista, la clasificacion
ideal corresponde al arbol mds parsimonioso para un grupo de datos
que contenga caracteres obtenidos de todas las fuentes de
informacién disponibles. Miyamoto (1985) también argumentd que los

darboles mds parsimoniosos para caracteres combinados tienen mayor
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poder explicativo y por lo que deben ser elegidos. A pesar de que
existen situaciones en que combinar grupos de datos puede ser Uftil,
Swoford (1991) encuentra razones de peso para analizar diferentes
grupos de datos también en forma separada.

En estudios de sistematica molecular, al igual que en cualquier
estudio sistematico, la eleccién y peso de los caracteres a utilizar es
tan determinante del resultado final como la eleccién del método
analitico.

La eleccion de la molécula de ADN mitocondrial como blanco
del andlisis se debe a su rdpida evolucién, lo que la convierte en una
herramienta Util para estudiar la filogenia de poblaciones dentro de
una misma especie asi como para recuperar filogenias de complejos
de especies muy relacionadas (Brown y Wright, 1979; Templeton,
1983). La aplicacidon del andlisis del polimorfiimo para el largo de los
fragmentos de restriccion (RFLP) en ADN mitocondrial para el estudio
de especies cogenéricas fue ampliamente revisado (Brown, 1983;
Avise y Lansman, 1983; Wilson ef al, 1985; Birley y Coft, 1986; Avise,
1986; Moritz ef al., 1987). En general este enfoque probd ser Util para
resolver relaciones entre especies muy relacionadas.

El andilisis flogenético de los sitios de restriccion de ADNmt ha

servido incluso para identificar a la especie que actué como madre



166

de otra especie hibrida partenogenética (Brown y Wright 1979;
revisado en Moiritz ef al, 1989).

El objetivo general de estudios que utilizan RFLPs es obtener
datos inequivocos sobre la ganancia y pérdida de sitios de restriccion.
Esta informacién puede ser utilizada para caracterizar al ADN
(cambios en el largo, rearreglos, etc.), y provee una introspeccion en
los procesos evolutivos a nivel de poblaciones y especies o para
formular hipotesis de relaciones filogenéticas.

Hay dos formas fundamentales de encarar el andlisis de RFLPs:
comparar fragmentos o comparar sitios de restriccion. La
comparacion de fragmentos debe sin embargo ser utilizada sélo en
casos de especies muy relacionadas (ej: cogenéricas) ya que ambas
proveen evidencia indirecta de la secuencia a analizar.

Del andlisis de los polimorfismos para fragmentos de restriccion
obtenidos en el estudio del género Dichroplus mediante |a
construccidon de cladogramas con el Algoritmo de Wagner se
desprende que S. lemniscatta se dispone naturalmente como grupo
externo, tal como se esperaba de acuerdo con los datos
morfologicos. B. punctulatus queda en posiciones que indicarian una
divergencia muy reciente de D. bergii en lugar de quedar aislada, o
cercana al grupo externo. Esto se contrapone en parte a recientes

revisiones morfolégicas donde ha sido transferida al nuevo género
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Baeacrs. D. vitaffus y D. pratensis (Que pertenecen al grupo
maculipennis) no se agrupan como especies hermanas, pero quedan
muy cercanas en todos los arboles .

D.bergi que esperariamos quedara localizada cerca de
S.lemniscalfa ya que comparte caracteres morfoldgicos con esta
(Cigliano com.pers.) queda localizada como especie hermana o de
divergencia muy reciente de B. punctulatus en todos los arboles.

El aumento en el largo de los cladogramas obtenidos al
reemplazar el "grupo externo” por otro de una especie no descripta
indica la conveniencia de usar al outgroup natural: §. flemniscafa.

Al aplicar en estos mismos datos el Algoritmo de Dollo
nuevamente observamos que los datos moleculares compilados en
este estudio no se corresponden con la clasificacion taxondmica a
partir de estudios morfologicos.

La propuesta para un estudio mas exhaustivo seria la de incluir
caracteres provenientes de genes nucleares y comparar las filogenias
obtenidas con los tres métodos (datos morfologicos, secuencia de
genes nucleares y evidencia indirecta de la secuencia del ADN
mitocondrial mediante RFLP), construyendo matrices que incluyan
todos los caracteres. la importancia de incluir datos de distintas
fuentes radica principalmente en que si bien los datos moleculares

superan en numero a los morfologicos generalmente son muy



uniformes, dando como resultado pocos darboles. Se aplicaria
entonces la combinacién de caracteres, descartando la particién, ya
que estudios que combinen ambos enfoques pueden maximizar la
cantidad y utilidad de la informacién y darnos una visibon mas

comprensible de la evoluciéon de los organismos.
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