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Resumen

En este estudio se realizaron dos analisis diferentes dentro del
género DÍC/‘IfOp/US.Elprimero involucra un anólisis microevolutivo entre
especies de Dichrop/use/ongafus. Se midió entonces la variabilidad
intra e interpoblacional en siete poblaciones de Díchrop/us e/onga/US
localizadas en las Provincias de Tucumón y de Buenos Aires utilizando
marcadores enzimóticos y de fragmentos de ADNamplificados al azar
(RAPDs).Alestudiar la estructura poblacional por regiones (provincias) y
globalmente se observó una tendencia hacia un exceso de
homocígotas dentro de las poblaciones como se esperaría en
poblaciones subestructuradas. La diferenciación entre poblaciones es
significativa para tres loci enzimóticos, en concordancia con lo
esperado para alelos que muestran una distribución clinal de sus
frecuencias (Singh y Rhomberg, 1987). Hay cuatro lineas de evidencia
que sugieren causas alternativas al "contacto secundario" (interacción
entre deriva y migración) para explicar los patrones de variación
direccional encontrados para dos loci en D/‘Chrop/use/ongafus. En
primer lugar, sise encuentran ejes concordantes para diferentes loci, el
flujogénico en gran escala podría ser responsable de la variación clinal
de las frecuencias alélicas; pero si,como en el caso de D. e/ongafus se
encuentran diferentes variables en asociación con distintos loci
entonces se debe invocar a la selección, excepto que estos loci se
encuentren ligados (Barbujani 1988). Nuestros resultados apoyarían la
hipótesis selectiva ya que Aat-l y Pep-l estan correlacionados con
diferentes variables (Lat, Long, T.Min y T.Max: T.Max.Abs y T.Min.Abs
respectivamente) sin mostrar ninguna correlación concordante con
ninguna de las nueve variables estudiadas. En segundo lugar, el
fenograma construido a partir de las distancias genéticas no se vinculan
de acuerdo con Io esperado considerando las distancias geográficas.
Concordantemente, la matriz de distancias geogróficas no esta
correlacionada von la de distancias genéticas. En tercer lugar, el flujo
génica estimado seria Io suficientemente elevado como para
enmascarar las diferencias en las frecuencias alélicas si estas fueran
originadas solamente por deriva genética. Por último, el patron de
variación encontrado se mantiene incluso al incluir poblaciones



muestreadas en distintosaños. Esto sugiere que de alguna manera la
variación clinal encontrada es estable en el tiempo. Un gradiente
temporalmente estable debe ser mantenido por algún tipo de
selección, de Io contrario el gradiente desaparecería. De esta manera,
los resultados obtenidos sugieren la existencia de un probable efecto
adaptativo de algunos loci alozímicos, que estaría determinado en
última instancia por variables ambientales como la temperatura mínima,
relacionadas con la latitud.

A partir de los datos de variabilidad resultante del analisis 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
amplificación obtenidos mediante RAPDsrepresentan ADN repetitivo
deberíamos esperar niveles mas altos de variabilidad con marcadores
RAPDque con isoenzimóticos. La ausencia de disparidad entre ambos
estimadores es sugerida como una posible evidencia indirecta de la
cantidad de ADNrepetitivo presente en un genoma en particular. El
valor de Fst calculado a partir de RAPDses mucho mayor que el
calculado a partir de datos alozímicos.Losprimeros por ser considerados
marcadores genéticos neutros daría más exactitud al valor de Fst
comparado con uno que surge del calculo utilizando Ioci alozímicos
que muestren alguna evidencia de no neutralidad. En los fenogramas
construidos a partir de datos de RAPDs,las poblaciones se vinculan de
acuerdo con lo esperado por las distancias geográficas. Este resultado
no es consistente con los resultados alozímicos previos. Nuevamente
esto podría deberse al uso de Iocí enzimóticos con una posible función
selectiva y reforzaría la noción de neutralidad de los marcadores RAPD
(que dan como resultado distancias genéticas y geográficas
concordantes).

Realizando un anólisismacroevolutivo se llevaron a cabo también
estudios sistemáticos dentro del género Díchrop/us a través del analisis
de los polimorfismos para fragmentos de restricción del ADN
mitocondrialcon el finde llevar a cabo una reconstrucción filogenética
dentro del género. Se desprende que a pesar que 5. lemn/Zscaffase
dispone naturalmente como grupo externo, tal como se esperaba de
acuerdo a los datos morfológicos, el resto de los datos moleculares
compilados no se corresponden con Ia clasificación taxonómica



inferida para este grupo. La propuesta para un estudio mas exhaustivo
sería la de incluir caracteres provenientes de genes nucleares y
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 morfológicos en número generalmente son
muy uniformes, dando como resultado pocos órboles. Se aplicaría
entonces la combinación de caracteres, descartando la partición, ya
que estudios que combinen ambos enfoques pueden maximizar la
cantidad y utilidad de la información y darnos una visión mas
comprensible de la evolución de losorganismos.



Abstract

ln this study two different analysis were performed ¡n the genus
Díchrop/us. The first one involves a micrevolution model analysis
between populations of Díchrop/us e/ongafus. Withinand between
population dífferentiation was measured in seven populations of
D/‘ChOp/Use/ongafus located in Tucumón and Buenos Aires through
enzyme variation and randomly amplified polymorphíc 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 isexpected for loci displaying clinal
distribution for allele frecuencies. There are four lines of evidence
suggesting causes other that secoundary contact (¡.e. interaction
between migration and genetic drift) to explain the observed
directional patterns of variation for two loci ¡n D/chrop/us 6/0/79an5.
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 Dichrop/us,when
different variables are associated for different loci then selection
must be invoqued, unless these loci are linked. Our results support the
selection hypothesis, because Aat-l and Pep-l are correlated with
different variables (Lat, Long, Min.T. and Max.T.; Abs.Max.T. and
Abs.Min.T.respectively) showing no concordant correlation 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
differentition answered solely to migration and genetic drift.
Concordantly, genetic distances are not correlated 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 issomehow temporally stable. A stable gradient must



be maintained by selection of some sort, otherwise the gradient
would have presumably eroded by now. Theresultsobtained 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 RAPDloci 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. ln most species,
considerany more variation can be found to exist in terms of
nucleotide sequence changes in noncoding or repetitive DNAthan
in coding DNA. lf ¡ndeed many of the amplification products
represent repetitive DNA,then higher levels of variability should be
expected with RAPDmarkers than with allozyme ones. Would not the
disparity or similarily between both variability estimates hence
constitute an indicator of the amount of repetitive DNApresent in a
particular genome?.The total Fst estimate calculated using Rapd
data yields a higher value. The fact that RAPDsare genetic markers
of relative phenotypic neutrality would grant more accuracy to this
estimate when compared to that calculated usingsome isozymeloci
that display clinal variation (or some evidence of non­
neutrality).Cluster analysis of Nei's genetic distances revealed an
overall agreement withthe geographical location of the populations
studied . Thisis not consistent with the previous allozyme study where
no correspondence was found between genetic and geographical
distances. Again thiswould answer to the use of loci displaying clinal
variation (with a possible selective role) for the non correspondent
isozyme genetic distances and would reinforce the notion of RAPDs
as neutral markers displaying genetic distances that agree with
geographical distances.

Withthe purpose of reconstructing the phylogeny of the genus
Díchrop/us, 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 5. lemn/Lsca/fa¡snaturally located as
an outgroup —what ¡sexpected from morphological data - the rest of
the data collected do not agree with the previous taxonomic



clasificatíon 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 DNAand nuclear DNA).
Buildingmatrices 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 trulycomprehensive view of biotic evolution.
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| - Las especies en estudio

Las especies del género Díchrop/us son habitantes

conspicuas de sabanas y praderas en las llanuras abiertas

interioresy aún pedemontañas de la región Neotropical. Ademas

de su gran potencial biótico poseen una notable capacidad de

expansión, atributos que las definen como acrídidos de gran

importancia económica para la Argentina (Ronderos, 1985).

Algunas especies del género (D. e/onga/us, D. profensísl se han

descripto como causantes de graves daños a las cosechas, ya

que se alimentan de una amplia variedad de pasturas y cultivos

(Liebermann, 1944; Zapata, 1987; Sónchez y de Wysiecki, 1983). En

los meses calurosos de 1995, seis localidades del 5.0. de Ia

Provincia de Buenos Aires tales como; Benito Juarez, Olavarría y

Coronel Suarez fueron declaradas en emergencia debido a los

daños causados a los cultivospor diversas especies de ortópteros,

siendo la especie mas abundante D. e/ongafus (Cigllano ef 0/,

1995).

EnIa actualidad hay mas de cuarenta especies descriptas

incluidas en este género. Ennuestro país se encuentran seis de los

posibles grupos de especies propuestos en revisionestaxonómicas

basadas en la morfología (Cigliano com. pers). Asimismo,el grupo

ha sufridomodificaciones recientes en cuanto a su clasificación

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 DÍC/‘IfOp/US

punch/a/US que fuera transferido al género Baeacn'sy del nuevo

género Ponderacn’screado para incluira las especies del grupo

Díchrop/usperuvíanus (Ronderos y Cigliano, 1991).

Los ortópteros y especialmente los acridoídeos han

contribuido en forma substancial al conocimiento actual sobre la

estructura y el comportamiento de autosomas y cromosomas

sexuales, mecanismos de mitosis y meiosis y polimorfismos

cromosómicos en poblaciones naturales.

La mayoria de los polimorfismoscromosómicos encontrados

en ortópteros comprenden rearreglos estructurales como fusiones

y físionescéntricas y heterocromatina supernumeraria incluyendo

segmentos extra y cromosomas B (Hewitt, 1979). En el género

Díchrop/usse han descripto varioscasos de especiación asociada

con rearreglos cromosómicos (Saez y Pérez Mosquera, 1971). La

ocurrencia de‘ inversiones pericéntrícas y fusiones céntricas y en

tóndem produjeron una amplia variedad de numeros

cromosómicos, desde el ancestral 2n= 23 (XO) al cariotipo

extremo de D. 5/7veíraguídoí con 2n= 8 (neoXY) (Sóez, 1956).

D. e/ongafus presenta el presunto cariotipo primitivo; sin

embargo, en poblaciones de Tucuman se detectan

polimorfismospara segmentos supernumerarios y cromosomas B

(Vilardi, 1985; Remís y Vilardi, 1986). En esta especie el cromosoma



B produce un efecto de dosis sobre la frecuencia de quiasmas

intersticiales,que se incrementa con el número de B por célula y

reducen ademas Ia fertilidadde los portadores ya que aumentan

Ia producción de espermátidas anormales (Vilardi,1985; Remis y

Vilardi, i986; Loray el a/., i99l). Estos resultados sugieren que la

heterocromatina no sería selectivamente neutra constituyendo un

mecanismo de regulación de la recombinación genética

(Clemente ef a/., 1993).

citogenéticos en el ordenAdemas de los estudios

Orthoptera, se estan llevando a cabo numerosos estudios

evolutivos de diferenciación interespecífica y variación

intraespecífica mediante Ia utilización de técnicas moleculares

(Harrison ef a/., i985).

Si bien el género Díchrop/us constituye un ejemplo clósico

de especiación cromosómica, no hay antecedentes en este

grupo acerca de estudios de variación interespecífica 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 evolutivosya que:

los polimortismos cromosómicos detectados a nivel

poblacional alientan Ia continuación de losestudios con el objeto

de buscar posibles correlaciones con Ia variabilidad genética

estimada a través de distintasmetodologías.



- lo evolución cromosómico en el género sugeriríopatrones

evolutivos que podrían confrostorse con lo clasificación basado

en criterios morfológicos y los datos provenientes del estudio de

marcadores moleculares.



lI - Antecedentes sobre estudios genético­

poblacionales

a) polimorfismos enzimáticos

Para lograr estimar las divergencias evolutivas entre

diferentes organismos sería necesario estudiar las homologías de

susgenes, ya que es de suponer que cuanto mas estrechamente

relacionados estén dos individuosmayor homología existiróentre

sus loci. Debido a Ia imposibilidad de realizar este tipo de estudios

para todos los Ioci, se han ideado otros métodos de analisisque,

en forma indirecta, permiten estudiar las divergencias existentes

entre poblaciones y/o especies. Dado que Ia expresión primaria

de un gen es la formación de un polipéptido (Beadle y Tatum,

194i; Benzer, i955, i961), el estudio de las enzimas daría una

primera aproximación al estudio del gen.

Las isoenzimas son diferentes formas moleculares de una

enzima son capaces de catalizar la mismareacción metabólica.

Desde el punto de vista de los analisis genéticos es

importante diferenciar dos clases de variaciones isoenzimóticas

(Kephart, i990). La primera, ¡saenz/mas en senfído esfn'c/o, 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



diferentes etapas del desarrollo.Ademas presentan diferencias en

suspropiedades catalíticas o reguladoras asociadas a diferencias

en su función que pueden distinguirsepor sus grandes diferencias

de movilidad en Ia electroforesis. En general todos los miembros

de una población poseen tales formas múltiples.

EI segundo tipo de variación denominada variación

a/oenz/má/¡ca es el que se emplea con mayor frecuencia en el

anólisis genético. Las aloenzimas son diferentes formas

enzimóticas codificadas por diferentes alelos de un mismo Iocus

génico que suelen diferiren muy pocos residuos aminmoacídicos.

Suspropiedades catalíticas y reguladoras son semejantes y dentro

de una población exogómíca puede existirun elevado número

de formas diferentes. EIpatrón de expresión de estas formas en

cualquier individuovisualizablecomo un patrón de bandas en un

gel dependerá del número de alelo (heterocigosis) en el Iocus

que se trate y el número de cadenas polipeptídicas o

subunidades de la que consta Ia enzima funcionalmente activa.

se ha convertido en unaEl analisis isoenzimótico

herramienta para ser aplicada tanto en la Genética de

Poblaciones como en Ia Taxonomía. El hecho es que las

ísoenzimasproveen una medida directa del grado de Identidad

(o Divergencia) que existe entre las poblaciones y especies

estudiadas, permitiendo elucidar afinidades entre taxones.



Combinando Ia electroforesis con métodos de tinción

histoquímicos específicos es posible distinguir una enzima entre

cientos de ellas presentes en un extracto de tejido. Hunter y

Morkert (i957) desarrollaron Ia técnica del zimograma para

identificarlas diferentes bandas (enzimas)que aparecen en el gel

luego de Ia tinción histoquímica. Así,los fenotipos resultantes son

bandas de colorante que indican regiones de actividad

enzimótica o de concentración de proteínas para las que se ha

propuesto la denominación de electromorfos (Kingy Otta ¡975)

Esta técnica ademas puede ser utilizada para determinar si

ha ocurrido variación en las frecuencias alélicas a lo largo del

tiempo de existencia de una especie en particular (Benzer, i961;

Dobzhansky y Ayala, 1973), como también a Io largo de un

gradiente geografica y/o ambiental (Allardef 0/. , 1972;Clegg y

Allard, i972; Hamrick y Allard, l972,etc.)

a.1- ventajas y desventajas de la técnica

Apesar 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 analisis de los distintos

problemas, como ser:

l) la carga de una proteina se altera unicamente cuando

uno de sus aminoácidos es sustituidopor otro de carga diferente.



Conociendo la carga de los aminoácidos Shaw (i965) y Marshall

y Brown (1975) estimaron que sólo 25 a 27% de los casos de

sustitucionesalélicas seran detectados electroforéticamente.

2) el hecho que dos enzimas tengan Ia misma movilidad

eiectroforética no necesariamente implicaque sean idénticas.

3) la variación en el patrón de bandeo puede ser inducida

por el ambiente y no reflejardiferencias en aminoácidos

4) la variación puede ser inducida por variantes genéticas

en otro Iocus (modificación de la proteína traducida o

post/rans/a/¡ona/ modificar/on) sin que se haya modificado la

relación entre la secuencia aminoacídica y secuencia

nucleotídica original

5) Ia parte del genoma analizada consiste solo de Ioci

codificantes de proteínas

ó) alguna variación genética puede no ser identificable

(mutaciones silenciosos).

7) la variación puede ser selectivamente neutra.

8) algunas variantes estan presentes sólo 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):



l) permite estudiar muchos loci que se ajustan en su

mayoríaa la genética mendeliana

2) puede ser aplicada en casi cualquier organismo incluso

aquellos en los que no se tiene información de su sistema

genético

3) los loci son generalmente codominantes, de modo que

se pueden visualizarlos heterocigotas

4) las estimaciones de los niveles de distribución de la

variación genética se pueden comparar directamente entre

poblaciones o especies relacionadas o no relacionadas

5) aporta buenos marcadores para estudios sobre

clasificación,ecología de poblaciones, sistemasde reproducción,

etc

Podemos agregar que:

ó) los loci isoenzimóticos se pueden analizar utilizando

pequeñas cantidades de material (normalmente la cabeza o

medio torax del saltamontes)

7) los loci isoenzimóticos pueden aproximarse a una muestra

aleatoria de genes estructurales, independientemente de su

variación.

Pese a sus limitaciones, el analisis de un conjunto de loci

isoenzimóticoselegidos al azar es aceptable para conocer el

grado relativo de la variabilidad genética en poblaciones

tiene unanaturales. La estimación de esta variabilidad



importancia extraordinaria a nivel bósíco en los estudios genéticos

y evolutivos (Lewontin, 1974).

Quizas, Ia mas significante de todas las propiedades de las

¡soenzimas es la base genética simple de la mayoría de los

polimorfismos (generalmente exhiben herencia mendeliana,

expresión codominante y ausencia de interacciones pleiotrópícas

y epistóticas).

"A pesar de la redundancia del Código Genético y la

posibilidad de sustituciones de aminoácidos que no afecten la

la movilidadcarga total de la proteina, los cambios en

de las enzimas proveen un métodoelectroforética

extremadamente Útilpara 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

polimortismosisoenzimóticos para servircomo una medida directa

de la variación en Ia secuencia del ADNdentro y entre genomas"

(Weeden y Wendel, i989).

Cada vez mós, desde los comienzos de la aplicación de

electroforéticas, poblaciones ytécnicas genetistas de

evolucionistas se han interesado por el significado biológico de la

variación polimórfica en la estructura primaria de las proteinas

(Lewontin, 1979;Nei, i975; Nevo ef a/., 1984).Sinembargo, 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 planteó una dicotomía entre los puntos de vista que

consideran el significado biológico de esta diversidad genética:

los modelos de selección (Ayala, 1977; Milkman, 1978; Clarke,

¡979) versus neutralidad (Kimura, 1968; Kimura y Ohta, 1971; Nei,

1975).

Elsignificado adaptativo de los polimorfismoscromosómicos

fue ampliamente discutido (White, 1973;Dobshansky ef a/., 1980;

Templeton, 1981), mientras que Ia función de la variabilidad

alozímica en la adaptación ambiental y la evolución no estó

completamente resuelta (Colgan, 1989,1992; Altukhov, 199i;

Woodwork el a/., 1992).

Se hicieron muchos intentos para resolver este enigma.

Cada una de las metodologías empleadas para probar uno u

otro modelo tiene sus ventajas y desventajas "pero solo los

esfuerzos multidisciplinarios combinados pueden Últimamente

iluminar las oscuras interacciones de las fuerzas que están

significado adaptativo de un polimorfismooperando, y el

enzimático" (Nevo, 1984).

b) polimorfismos de ADNamplificados al azar

EnlosÚltimosaños se han desarrollado técnicas basadas en

la "Reacción en cadena de la polimerasa" (PCR) utilizando
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cebadores o "primers"arbitrarios (Williamsel a/., 1990).Esta técnica

permite Ia evaluación de la variabilidad genética sin ningún

conocimiento previo de la secuencia a utilizar (Williamsef a/.,

1990; Welsh y Mc. Clelland, 1990; Hadrys, ¡992).

b.1- ventajas y desventajas de esta técnica

Elatractivo de este método radica entonces en su sencillez

técnica y conceptual. Se necesitan cantidades del orden de

algunos nanogramos del ADN a amplificar usando

oligonucleótidos sintéticos de secuencias aleatorias. Las

condiciones del protocolo de amplificación difieren de las de Ia

técnica de PCR convencional en que se utiliza un Único

oligonucleótido cebador o primer“ al azar sin ningún

conocimiento previo de Ia secuencia del genoma a analizar

(Erlich, 1989). Cuando el cebador o "prímef' es pequeño (lO

bases) hay una alta probabilidad de que el genoma contenga

varios sitioshomologos a este, situados en cercanía y que estén

uso de marcadores RAPDen posiciones invertidas. Así el

detectados por PCR de pequeñas repeticiones invertidas

distribuidasen todo el genoma agrega una nueva tecnología al

analisismolecular de las relaciones entre genotipos.

Elnúmero y el tamaño de las bandas obtenidas depende

de la longitud y secuencia de ese único pequeño cebador o
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" n'mer" arbitrario. El perfil de productos de amplificación

depende entonces de Ia combinación templado-primer y es

reproducible para cada combinación (Hadrys el al. , i992). Los

polimorfismosen los sitiosde homología con el cebador o ” rimer"

resultan en diferentes perfilesde amplificación, detectados por la

presencia o ausencia de fragmentos. Estos polimorfismosson de

herencia mendeiiana y pueden ser utilizadoscomo marcadores

genéticos.

Lasdesventajas que presenta este método es Ia necesidad

de Ia utilizaciónde controles para comprobar la veracidad de las

bandas obtenidas y la repatibilidad de los patrones ya que al ser

los cebadores de secuencias no específicas sino azarosas las

muestras son muy sensibles a la contaminación.

b.2 - aplicaciones de este método

Este método de amplificación al azar de fragmentos de

ADNha sido utilizado con éxito para distintos propósitos entre los

que se pueden mencionar: para detectar variación entre: cepas

de bacterias (Welsh y Mc Clelland, 1990), de ratas (Welsh ef a/.,

1991),de G/¡C/hd/a(Chalmers el al., 1992);también entre especies

muy relacionadas de saltamontes (Chapco ef 0/. ,1992), de

Aspergí/li (Megnegneau ef al. , 1993), de cacao (Russell ef 0/.,

¡993) y entre especies de protozoos parósitos (Tibayrenc ef a/.,
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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) así como para

realizar estudios de mejoramiento e identificación de cultivares

(Waugh y Powell, i992).
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c) - Objetivos de los estudios poblacionales

i - Elprincipal objetivo de estos estudios es el de contrastar

los principales modelos que explican la variabilidad genética

analizando para esto distintos sistemas enzimóticos en

poblaciones de D/‘Chrop/use/onga/us situadas en diferentes

provincias biogeogróficas, y coleccionadas a Io largo de un

gradiente geográfico.

2 - Con el objeto de detectar posibles variaciones clinales

de Ia variabilidad enzimótica y discutir su significado en el marco

de las distintas teorías evolutivas, se estudiaron entonces las

posibles relaciones existentes entre las frecuencias alélicas y

variables geográficas y climóticas. También se analizó la

repetibilidad espacial y temporal de estos patrones de variación

lo cual constituye una herramienta Útilpara detectar efectos

adaptativos de las variables alozímicas (Endler, i977).

3 - Se estimó Ia diferenciación genética entre las

poblaciones y el flujogéníco entre ellas con el fin de evaluar la

estructura genética de las mismas y la distribución de la

variabilidad.

4 - Considerando que el advenimiento de las técnicas

moleculares aumentó mucho Ia capacidad potencial de

obtención de datos provenientes directamente del ADN se

las mismasencaró una estimación de Ia variabilidad de
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poblaciones mediante una técnica potencialmente mas sensible:

la amplificación al azar de fragmentos de ADN"Rapds".Elobjetivo

de Ia inclusiónde esta técnica fue el de contrastar los resultados

e hipótesis propuestas a partir de los datos de polimortïsmos

enzimáticos.
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Ill - Antecedentes sobre estudios macro­

evolutivos y sistemáticos

a) La clasificación biológica

Lasistemática es la ciencia de la diversidad biológica, y una

de sus principales finalidades es construir clasificaciones de los

seres vivos. La clasificación biológica por su complejidad y

extención no tiene equivalente con ninguna otra disciplina (Crísci,

i978). Sin embargo, existen diversas opiniones respecto a los

objetivos de dicha clasificación (ver por ejemplo Heywood, 1975).

La idea todavia sostenida por algunos sitemóticos es la de

adjudicar a Ia clasificación biológica una función de inventario. Si,

por el contrario, la colocamos dentro del ambito de la ciencia, su

propósito primordial sería el aumento del conocimiento acerca

de los organismos y una comprensión mas profunda de sus

propiedades, semejanzas, diferencias e interrelaciones. De allí

resulta que la clasificación biológica es una ciencia teórica, con

una gran dosis de descripción, pero no puramente descriptiva.

Podemos concluir que su objetivo es “e/ conocimiento, no de fa/

o cua/ organismo en pariicu/ar sino de las leyes genera/es que los

ngen y de las relaciones causa/es exrs/en/es entre ellos.De a///'que

una clasificación bio/ógica será “mejor”que ofra en ia medida

que sugiere más ieyes cien/¡Trch y contribuye mejor a la
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formulac/óm de h/‘pó/eSIsexp/¡caf/vas. Una buena clasificación

biológica es fecunda como pn'ncrpío organizador a’e nuesfro

conocí/mento " (Crisci, l 977).

Lomejor clasificación seró la mas estable, lo mas robusta, la

mas predictivo. Entendiendo por estable, que no se modifica en

formo profundo por la adición de nueva información; por robusta

que no se modifica por lo adición de nuevas entidades y por

predictivo que una propiedad conocido para lo mayoría de los

entidades de un grupo esta garantizada con una gran

probabilidad de que exista en aquellas entidades de ese grupo

todavía no examinados para esa propiedad (Crisci,i977).

b) Las escuelas sistemáticas

A partir de la década del 50 comenzó una etapa de

profundización de los principios de la clasificación biológica que

dio lugar o una controversia entre tres escuelas que proponen

diferentes filosofíasy metodologías: el feneticismo, el cladismo y el

evolucionismo (Crisci, 1977; Lanteri, 1989).

El concepto central de la sistemática filogenético o

cladismo es el uso de caracteres derivados o apomórficos para

reconstruirlas 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: sistemática

tradicional y feneticismo.

Los métodos sistemáticos tradicionales emplean los

conocimientos previos acumulados. En términos practicos, dan

peso relativo a los caracteres. Resulta dificilevaluar 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 utilizarun método empírico

para determinar relaciones taxonómicas. En la practica los

algoritmos utilizados se concentran en reflejar la similitudglobal

de los organismos en cuestión. Los organismos que aparecen

como mas similaresse agrupan sin tener en cuenta los resultados

de evolución convergente o paralela, creando nuevamente

grupos posiblemente "artificiales".

Los estudios filogenéticos difieren de la sistemática

tradicional en que emplea métodos empíricos para reconstruir

filogenias y principios estrictamente evolutivos para formar

clasificaciones. Difiere de los métodos fenéticos en que busca

encontrar las relaciones genealógicas entre las taxa en estudio

mas que las relaciones fenéticos o de similitud.Esta teoría sostiene
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que la clasificación biológica debe basarse en la tilogenia

(historiaevolutiva) de los organismos, de allí que se la reconoce

también como el enfoque genealógico.

Loscriteriospara aplicar esa teoría son los siguientes:

l) Cada grupo o taxón a formar debe ser monotilético, es

decir que todos sus miembros comparten entre sí un antecesor

común mós reciente que con cualquier otro miembro de algún

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 órbol

genealógico y la posición relativa en el tiempo de esas

ramificaciones. Este paso se concreta con la ayuda de los

caracteres elegidos y de fósiles(cuando existen).

4) Se forman grupos en base a la poseción de caracteres

evolucionados en común, el monofiletismo y la cercanía

temporal con un antecesor común.

5) La categoría taxonómica de acuerdo con la jerarquía

linneana, asignada a cada grupo en relación directa con su

linea evolutivadesprendimiento en el tiempo de otra

(ramificaciones).

Se intentan descubrir entonces, las relaciones de

ascendencia común, indirectamente en Ia forma de caracteres



derivados compartidos (sinapomorfías). Estas relaciones

representan mediante un diagrama jerárquico ramificado

(cladograma), una reconstrucción de las relaciones

genealógicas. Los grupos que se representan son considerados

"naturales" (Wiley ef a/., 1991).

De acuerdo con los principiosde la Sistematíca tilogenética

o Cladismo, tanto las especies como los taxones de rango

superior existen en Ia naturaleza mas alla de la habilidad del

taxónomo para reconocerlos. El cladismo provee una

metodología que permite poner a prueba la existencia de las

especies biológicas. Aquellas especies que no estan

caracterizadas por "autoapomorfias" (novedades evolutivas no

compartidas) son especies dudosas (Lanteri,l995).

c) Caracteres morfológicos y moleculares

Debido a que los organismos bajo estudio tienen una Única

historia,los estudios sistemáticos 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

se ha descubierto el patrón históricoevidencia de que

subyacente y de que Ia filogenia propuesta es exacta (ver Penny

y Hendy, 1986). Por otra parte, que los resultados estén en



conflicto puede indicar problemas teóricos ó de procedimiento

en uno ó ambos anólisis,ó puede indicar que se necesitan datos

adicionales para resolver las relaciones filogenéticas en cuestión

(Hillis, 1987).

En las Últimas dos décadas, debido al progreso de los

de problemas sistemáticos, se haestudios moleculares

precipitado el debate entre el campo de la morfología

tradicional y el molecular. En la practica el ¡deal 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 contienen grandes

discrepancias (Swofford, 199i).

Las técnicas morfológicas y molecurales tienen cada una

ventajas particulares para la reconstrucción filogenética. Las

morfológicaspueden ser aplicadas a una enorme variedad de

materiales fósiles y de museo, y una gran porción de los

organismos continuara siendo estudiada primaria o

exclusivamente a partir de información morfológica. Por otro

lado, el tamaño potencial de los grupos de datos moleculares es

increíblemente extenso y cuando sea utilizado en su totalidad

puede proporcionar un informe detallado sobre la historia

evolutiva de los individuos.

Muchos investigadores estón agregando a sus estudios los

"Utilizo métodos tradicionales en misdatos moleculares.
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investigaciones pero las preguntas en las que usualmente estoy

interesado suelen ser respondidas mas facilmente con la

tecnología moderna como el analisis de ADN" (Graves en

Gibbons, 1991).

Ademas de los métodos clasicos basados en la morfología,

las estimaciones de relaciones genéticas entre organismos se han

derivado de numerosas mediciones bioquímicas siendo las

comparaciónes electroforéticas las mas útiles para especies

cercanas. Como se mencionó anteriormente (pag. 17) si bien la

electroforesis de isoenzimas ha probado ser muy Útil ya que

provee rapido acceso a grandes cantidades de datos, esta

técnica detecta sólo la cuarta parte de todas las diferencias de

aminoócidos entre proteínas. Ademas no tiene en cuenta los

cambios que ocurren en secuencias reguladoras del ADNo que

no codifican para proteínas (Upholt, 1977).Un método alternativo

se basaria en determinaciones directas sobre losócídos nucleicos.

d) La molécula elegida

ElADNmitocondrial esta siendo utilizado cada vez con mas

frecuencia como marcador de la variación genética dentro y

entre poblaciones y para estudios filogenéticos de especies

relacionadas (Avise ef a/., 1979; Brown y Simpson, 1981; Brown ef

a/., 1982; Latorre ef a/., 1986 y Fos ef a/., 1990).
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Dado el incremento en el uso del ADN mitocondrial en

estudios evolutivos,es particularmente importante comprender la

dinamica de las moléculas de ADNmten organismos individuales

para poder interpretar correctamente los patrones de variación

en poblaciones naturales (Harrisonef a/., 1985).

Los estudios de ADNmt en animales han revelado altos

niveles de variación intraespecífíca y diferenciación sustancial

entre especies relacionadas (Avisee/ al. , 1979;Brown el a/., 1981:

Brown y Simpson, 1981; Lansman ef a/., 1983; Avise ef a/., 1983). El

genoma mítocondrial de animales en general consiste en una

única molécula de ADNcircular, denominado ADNmt,de tamaño

pequeño. Existendos características que distinguen a los genes

de genomas de organelas de los del genoma nuclear: l)

herencia materna, 2) segregación vegetativo.

La replicación y divisiónde organelas y por lo tanto de sus

genomas, engeneral esta bajo un control relajado y puede ser

considerado como un fenómeno estocóstico. La utilidad de las

variaciones en el tamaño de la molécula como marcador en

estudios de estructura poblacional a corto plazo, depende de

nuestro conocimiento de las tasa de mutación y las reglas de

transmisión para el ADNmt (Harrison ef a/., 1987).

Por otra parte, la similitudgenética entre los ADNmtde dos

poblaciones cualesquiera puede ser estimada por la proporción

de fragmentos de restricción que comparten. El analisis de los
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patrones de restricción del ADNmtpuede ser entonces una de

las técnicas mós sensible que pueden ser utilizadas para

reconstruir las relaciones evolutivas entre poblaciones

coespecíticas (Latorre ef a/., 1986). Los cambios en el genoma

ser utilizados para detectarmitocondrial también pueden

patrones de antecesores comunes entre especies (Bartony Jones,

1983).

En poblaciones de Drosoph/ïa subobscura del Viejo Mundo

se encontró que el flujo géníco es mucho mayor cuando se

consideran losgenes nucleares -calculado con datos de alozimas

que cuando se considera el ADNmt. EI flujo génico es

suficientemente grande como para crear condiciones de

panmixia para marcadores nucleares neutros y suficientemente

pequeño para el ADNmtcomo para permitiruna diferenciación

genética efectiva. Eneste caso losgenes mitocondriales divergen

mas extensamente en poblaciones subdivididos que los genes

nucleares (Latorre ef 0/. , 1990).

EIADNmtya ha provisto interesantes datos sobre la historia

evolutiva de animales y plantas (Barton y Jones, 1983).

Se esta utilizandoen este momento también para el anólisis

de patrones de colonización en Ia mosca de la fruta Cera/¡lis

cap/rafa (McPheron ef a/., i994).

En especies de grillosse encontró falta de concordancia

entre Ia variación presente en el ADNmt y las divisiones entre



especies definidas por morfología y alozimas (Harrisonel a/., i987).

Esto resalta Ia importancia de los estudios genético-moleculares

para completar una clasificación taxonómica previa.

Estudiosque combinen ambos enfoques pueden maximizar

la cantidad y la utilidad de la información y darnos una visiónmas

comprensible de la evolución de los organismos (Hillis,i987).

Dentro de losestudios que utilizanambas técnicas podemos

mencionar la contribución realizada sobre el género Araml'gus

Horn,el cuaI incluye linajespartenogenéticos poliploides como así

también poblaciones bisexuales, para cuyo tratamiento se

emplearon no solo caracteres morfológicos, sino también

secuencias de ADNmitocondrial (Normark y Lanteri, en prensa).

Dado que las especies partenogenéticos son las mas perjudiciales

para los cultivos, los estudios basados en las evidencias

morfológicas y moleculares en forma conjunta pueden contribuir

a resolver problemas de entomología aplicada (Lenney Williams,

i994). Por ejemplo, en el trabajo citado precedentemente se

demostró el origen geogrófico de una especie de Curculionidae

plaga de pasturas, que fuera introducida en Nueva Zelandia

desde la Argentina. Esta información resultó particularmente

importante para Ia búsqueda de enemigos naturales que

permitan implementar métodos de control biológico.



e) Objetivo de los estudios interespecíficos

Toda aproximación científica a la conservación,

explotación o control de recursosgenéticos tanto animales como

vegetales requiere un conocimiento de la cantidad y distribución

de Ia variabilidad genética. Los esfuerzos de control biológico

realizados o a realizar sobre grupos de especies fitófagas

dependen en gran medida del conocimiento de los patrones de

migración así como de su historia de relaciones evolutivas. Para

estos fines se han utilizado hasta el momento caracteres

morfológicos que han aportado una gran cantidad de

información. En casos de géneros que presentan dificultades

debido a su complejidad y al gran número de especies que lo

componen es interesante incluir en los estudios técnicas

moleculares cuyo mayor beneficio es el enorme número de datos

que aportan.

Dada Ia gran utilidadde la combinación de ambos tipos de

caracteres se ha encarado un estudio taxonómico del género

Díchrop/us incorporando técnicas moleculares a los estudios

sistemáticos de acrídidos (OrthopterazAcrididae) con el fin de

reconstruir los arboles filogenéticos en el género D/chrop/us. Esto

permitira complementar la información proporcionada por los

métodos tradicionales (utilizando los datos morfológicos ya

recopilados en estudios previos realizados por los Dres. Ronderos y
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Cigliano 1991). En este analisis se podra evaluar el grado de

conguencia de los resultados obtenidos con ambas técnicas, por

Io que constituiría un aporte interesante para la resolución de los

problemas taxonómicos y filogenéticos de este grupo.

En el caso específico del género Dichrop/us se utilizaran las

relaciones tilogenéticas obtenidas para comprobar varias

hipótesis.

Debido al gran número de especies incluidas en este

género y basóndose en estudios morfológicos exhaustivos se han

encontrado evidencias suficientes para elevar a un grupo de

especies a la categoría de género. EI grupo de especies

anteriormente denominado como D. puanU/a/us constituye

ahora el género Baeacn’s n. gen. (Ronderos y Cigliano, 199i). AI

analizar la posición relativa de este grupo de especies con

respecto a la especie de la misma familia tomada como grupo

externo (outgroup), Scofussa lemn/scafa, y con respecto a los

otros grupos incluidos en el analisis se podra poner a prueba la

repetibilidadde esta separación.

Otro de los objetivos de este analisis es comprobar la

inclusión dentro del mismo grupo de especies (grupo

maculipennis) de las especies Díchrop/us e/onga/usy D. profensis,

utilizando nuevamente la posición relativa de estos dos taxones

en el cladograma resultante.



Untercer propósito de Ia presente investigación es estudiar

Ia cercanía relativa del grupo externo “outgroup” con respecto a

Ia especie que en la actualidad, en base a morfológicos, se

considera mós relacionada con él (Díchrop/usberg/ï).

Por último, el objetivo mas importante del presente estudio

es obtener evidencias que nos indiquen siel origen de este grupo

de especies fue a partir de un único ancestro común

(monofiletico) o por el contrario, como indicarían los datos

morfológicosobtenidos hasta el momento, de caracter polifilético

(Cigliano com. pers.).

EIinterés económico que reviste este género hace que el

conocimiento de patrones evolutivos y de colonización sean un

componente importante a tener en cuenta en futurascampañas

de control y erradicación (Carey, i991: Miller,i992: Abate, i993).
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l-Electroforesis de isoenzimas

a) Materiales

Se analizaron isoenzimóticamente en una primera etapa seis

poblaciones naturales de Díchrop/use/ongafus que reciben el nombre

de la localidad mas cercana al lugar donde fueron coleccionadas en

Ia Provincia de Tucuman: Raco (RA),Tafí Viejo (TV),Horco Molle (HM)y

Timbó (TI).También se analizó una población de la localidad de

Ingeniero Maschwitz (IM),Provincia de Buenos Aires.

Se analizaron luego, en una segunda etapa, otras dos

poblaciones naturales de Dichrop/us e/onga/us'. Famailló (FA) y

Escobar (ES)coleccionadas durante 1993y situadas en las provincias

de Tucuman y Buenos Airesrespectivamente. Estasdos poblaciones se

agregaron con el objeto de aumentar la información en ambas

regiones. Las poblaciones estudiadas estón situadas a lo largo de

gradientes geográficos (Figl, Tabla l).

Figura 1: Mapa que ubica las localidades donde se coleccionaron
ejemplares de DÍCh/‘Op/USe/ongafus. RA:Raco; HM: Horco Molle:
TV:Tafi Viejo; TI:limbo; FA: Famailla; lM: Ingeniero Maschwitz; ES:
Escobar.





Tabla1:Tabla de datos meteorológicos y localización geografica de las localidades
muestreadas. Se indica para cada población N: número de individuos
analizados y el año en que fueron coleccionados. Los datos climaticos
fueron obtenidos del ServicioMeteorológico Nacional.

b.1- puesta a punto

RA HM TV TI FA IM ES

TompMaxAbo 36 42,8 42,4 42,1 41,8 40,6 40

Tomp.Max. ¡9,6 25,2 25 25,7 25,2 22,4 22,2

Tornp.llln.Abs. -5,2 -3,8 -3,2 -2,7 -4 -3,9 -4,2

Tomp.Mln. i 1,4 13 13 ¡4,3 ¡2,8 I ¡,6 l 1,2

Hum.Rol.% 75 76 72 72 77 7i 69

Preclp.(mm) 1620 1050 ¡000 i ¡65 i 298 1001 1000

Longitud(0) 65°23 65°] 9 65°46 65°09 65°l 5 58°45 57°35

Latitud(8) 26°39 26°48 26°45 26°43 27°Ol 34°37 34°41

N 40 30 30 29 34 40 28

Año do i991 i991 l99l 1990 1993 1992 1993
lOOIOCCÍOI'I

b) Métodos

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

isoenzimas para la especie Díchrop/us e/ongafus. Muchos de los

ensayos dieron resultados negativos debido a que Ia enzima en

estudio no presentaba actividad en ese sistema de soluciones, o

porque los resultados obtenidos no eran repetibles (las bandas eran

demasiado tenues o borrosas dificultando su interpretación). Se

procedió entonces a Ia utilizaciónde otra solución.



Tabla2:Tabla de soluciones ensayados durante la puesta a punto de la
técnica.
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Sistema Solución ensayada

AATAspartato amino transferasa

MDHMalato deshidrogenasa

SOD Superoxido dismutasa

ESTEsterasas

tPEP Peptidasas
EME Enzima mólíco
ÏLDH Lóctico deshidrogenasa
MNR Menadione reductasa
¿ODH Octanol deshidrogenasa

Borato de Litioph=7,4
Trisborato ph=8,ó *
Poulik ph=7,9
Triscítrico ph=7 *
Poulik ph=7,9
Borato de Litioph=7,4
Poulik ph=7,9
TrisMaleico ph=7,4 *
Trisborato ph=8,ó *
Triscítrico ph=5,8 *
Trismaleico ph=7,4 *
Triscítrico ph=7 *
Trisborato ph=9 "'

(el *señala las pruebas positivas)

Algunos sistemas isoenzimóticos: Glucosa -6­ fosfato

deshidrogenasa (óPGD),Glutamato deshidrogenasa (GDH),Alcohol

deshidrogenasa (ADH), Fosfo glucosa isomerasa (PGI), 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.

Asimismose encontró que algunos sistemas resuelven mejor sise

utilizala cabeza del saltamontes para el extracto como en el caso de

AAT,mientras que otros sistemas Io hacen mejor si se utiliza Ia pata

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

Se logró Ia puesta a punto de un total de diez sistemas

isoenzimóticos: Malato deshidrogenasa (MDH), Enzima mólico (ME),

Octanol deshidrogenasa (ODH), Superóxido dismutasa (SOD),

Aspartato amino transferasa (AAT),Lóctico deshidrogenasa (LDH),

Menadione reductasa (MNR), Esterasas (EST), Peptídasas (PEP) y

Aminopeptidasas (AMP)(los sistemas marcados con asterisco en la

tabla 2 son los explicados con detalle en la tabla 3 adjunta y todos

fueron extraídos de Shaw y Prassat, 1970 [i], Schaal y Anderson i974

[2] y Ayala ef al. i974 [3]).
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Tabla3: Listade enzimas, sistemas de buffer y técnicas de tinción.

Ácido bón'oo 0,1M
Edta 0.004M
pH = 8,6

1 sol. cubas: 3

Barato de LitiopH=7,4
Tn's citrato 8.2

Acido cltn'oo 0.43M MTT 0.6mM
pH= 7 Nathaz 0.4mM
1 sol. cubas:3 agua Menadione Na Bisulfite 0,07mM

= 7

4 sist.desol.B

Los extractos enzimóticos se realizaron homogeneizando Ia

cabeza, torax eviscerado o pata del saltamontes en una soluciónde

extracción Tris-HCL0,1 M ph= 7,1 y luego centrifugando a 7000 rpm

durante lOminutos.

Se empleó la técnica de eletroforesis horizontal en geles de

poliacrilamida al 7% en Ia que se siembran papeles de filtro

embebidos en el sobrenadante y se someten a un campo eléctrico



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

el objeto de determinar las movilidades relativas (MR).

Rf=dist recorrida or Ia banda en estudio x lOO=
dustrecorrida por el azul de Bromot.

Las corridas llevan entre 3-5 horas luego de las cuales se

procede a la tinción del gel.

Para AAT,SOD y MNRse mezclan los polvos colorantes con el

sustrato en Ia solución de tinción y se agregan sobre el gel.

Para el sistema ESTlos sustratos utilizados (a.- naftil acetato y [3­

naftil acetato) se solubilizanen 3 ml. de acetona y se agregan sobre

el gel ya sumergido en la solución con los colorantes.

Para LDH,MDH, ME y ODH la solución 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 solución con los colorantes.

Para PEPtodos 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 realiza en estufa a 37°C durante

aproximadamente una hora. Enel caso de SODse 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 solución



de alcohol: ócido acético: agua en una proporción 5:1:5.Luego el gel

se puede guardar y se procede a fotografiarlo.

b.3. - métodos estadísticos

Se cuantificó la variabilidad genética de las poblaciones

analizadas mediante la heterocigosis media Hy el porcentaje de loci

polimórficos P (Nei, 1975).

La estructura poblacional se analizó mediante los indices de

fijación F (Wright, i951, i965; Nei, 1977). Las estimaciones se realizaron

mediante el método de Nei y Chesser (i983) con el programa de

Vilardi (1989). Las poblaciones de Tucuman y Buenos Aires fueron

analizadas globalmente y por separado. Se calcularon los valores de

F51para ambos arreglos con el objetivo de evaluar si la variabilidad

genética se distribuye de acuerdo con algún patrón de

regionalizacióngeografica.

Se evaluó la diferenciación entre poblaciones calculando las

distancias genéticas de Nei (¡972). Las estimaciones de H y D se

realizaron mediante los métodos descriptos por Nei (l987)que corrigen

las estimaciones para muestras pequeñas, con el programa GENIND

(Vilardi,i993). Se construyó un fenograma utilizando las identidades

genéticas entre poblaciones. Se analizó la correspondencia entre

matrices de distancia geografica y distancias genéticas y flujogénico
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estimado entre pares de poblaciones mediante el test de Mantel

(1967).

Ladependencia de frecuencias alélicas y variables ambientales

(geográficas y climáticas) se analizó mediante correlaciones simples

(Sokal y Rolfh 1983)y analisis de regresión múltiple utilizando el método

de selección por pasos (stepwise selection procedure) que permite el

control de Ia entrada de variables al modelo, (lo que es

recomendable en este caso por el alto número de variables

independientes (geogróficas y climáticas) incluidas en el analisis,

(Tabla l). Los datos de frecuencias alélicas a ser utilizadas en las

correlaciones y regresiones fueron transformados según el estadístico

de Christiansen (1976) que normaliza los datos ya que considera el

número de individuos estudiados en cada población según la

siguiente ecuación:

xo": (pi'po) x ——I‘J2N' =

pon-po) ec.1

siendo poel promedio ponderado de las frecuencias para cada

población. (se muestran los datos de las frecuencias transformadas y

sin transformar en la Tabla 4C).

Las estimaciones de flujogénico se derivaron de los valores de

los estadísticos FS}mediante Ia relación F51: i/(l+4Nm) (Wright, 1931),

donde Nm es el número esperado de migrantes por generación, un



indicador del flujogénico entre poblaciones. Se onolizó entonces el

flujo génico entre pares de poblaciones y su relación con los

distancias establecidos por los índices de Nei.
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ll - Análisis de polimorfismos de fragmentos de ADN
amplificados al azar (RAPD)

a) Materiales

Se reolizoron extracciones de ADN genómico totol de 37

individuos provenientes de seis poblaciones yo onolizodos

isoenzimóticomente: Roco (RA), Tofí Viejo (TV), Horco Molle (HM),

Fomoilló (FA),Ingeniero Maschwitz (IM),y Escobor (ES).

b) Métodos

b.1 - puesta a punto

b.1.i - Extracción de ADN:

Se exlrojo ADNtotol de soltomontes odultos utilizando lo técnico

de Morchont (1988)que se describe o continuación:

l) Mochocor el insecto hosto obtener un polvo finoen un mortero con

dire liquido (o bien Nzlíquido).

2) Permitirque el oire se evopore y ogregor el polvo o 5 ml. de



Solución A 8:12]

8 partes de 0.05 M Tr¡s(HCI),0.1 M NaCI, 0.i M Edta N02; i parte de 5 %

SDSy i parte de 2 mg/ml Proteinasa Kfresca (Promega).

3) Incubar esta suspención a 37°Cdurante un período de i a 3 horas.

4) Extraer con 3 ml. de fenol equilibrado con una solución de iOmM

Tris,iOmM Edta ph=7,5.

5) Precipitar el ADNde la fase acuosa con 2 volúmenes de perclorato

de sodio 2.9Men etanol 80%,mezclar y guardar durante una hora a ­

20°C.

ó) Remover el ADN precipitado con pipeta Pasteur o con pinza si

forma una masa visibleo por centrifugación a 11.000rpm durante 15

minutos.

7) Lavar el ADN con Etanol 70%

8) Dejar secar

9) Redisolver en 200 pl de TEph 8.

Luego de remover el ARNusando RNAsa A (iOOpg/ml) se realizó

una segunda purificación de proteínas con fenol seguida de otra

purificación mediante fenolzclorotormo isoamílico (24::24zi).Luego se

precipita y lava el acido nucleico obtenido. Lasconcentraciones y la

pureza de las extracciones fueron estimadas a partir de las

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

Lasamplificacones se llevaron a cabo utilizandodos cebadores

("primers")(Promega) cuyas secuencias y códigos de fabricación son:

A015'- CCCAAAGGTCC -3'

AO95'- CTACTGCCGT -3'

Se realizaron experimentos de optimización usando ADN

extraído de ejemplares de la población de Famaillá donde se

variaron las concentraciones de ADNtemplado, de los primers, de los

dNTPs y de la Taq polimerasa para determinar cuales de las

condiciones ensayadas generaban los patrones mas nítidos y

reproducibles.

Lasmezclas de reacción contienen:

0.5 UTa polimerasa (Fjromega)
2.5 pl bu fer de reacc¡on 10x(Promega)
15 ng primer (Biodynamics
lOO¡1Mde cada dínucleósido fosfato (Promega)
60 ng de ADNgenomico

Se agregaron a la mezcla 40Mde aceite mineral.

Lasamplificaciones se llevaron a cabo en tubos eppendorf de

500ulutilizando un termociclador Techne (GeneE).

Las reacciones fueron sometidas a 45 ciclos de amplificación

con el siguiente régimen de temperaturas:
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- i' a 94°C (desnaturalización)

- l' a 36°C (anillamiento -"annealing"—del cebador "primer"con baja

astrigencia)

- 2' a 72°C (extensión)

Previo al primer ciclo se aplicó un paso de desnaturalización

mas prolongado (l ciclo de ó' a 94°C). Luego del ciclo final se aplicó

un paso de extensión (i ciclo de 6' a 72°C ) seguido de varios pasos

de enfriamiento (6' a 45°C y ó' a 72°C).

Para descartar la interferencia de cualquier producto de

amplificación proveniente de contaminación de las muestras se

utilizaron rutinariamente varios controles, uno sin cebador "primer" y

uno sinADNtemplado. No se obtuvo amplificación en ninguno de los

controles.

b.1.i¡i- Analisisde productos de amplificación

Los productos de amplificación se analizaron mediante

electroforesis en geles de agarosa al 1.4% y se visualizaron con

bromuro de etidio para luego ser fotografiados.

Se estimó el tamaño de los productos de amplificación al

compararlos con variosmarcadores de peso molecular: bacteriófago

A digerido con Eco RI y Hínd Ill y fago 4) l74 digerido con Hae III

(Promega).
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b.2. - Análisis estadístico

Los fragmentos amplificados se registraron por individuo y por

población como l (presente) y 0 (ausente).

Se deben considerar varios supuestos para poder realizar los

cólculos de frecuencias génicas y genotípicas y aplicar los

estimadores de diversidad intra e interpoblacional propuestos por

Lynchy Milligan(l994) para datos obtenidos mediante Rapds:

i) la interpretación de los patrones de bandas es inequívoca,

significando esto que dos alelos marcadores de dos Ioci diferentes no

"comígran" a la misma posición 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

loshomocigotas dominantes mediante la tecnica standard de Rapds,

el alelo marcador es considerado "dominante" con respecto al alelo

"nulo". La Única variable observable para un Iocus es entonces la

proporción de individuos en la población con y sin el marcador

indicadas como (l - x)y (x)respectivamente (Tabla 4a).

b.2.i - Estimacionesde frecuencias qgnicas y genotípicas

Sila población se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg, X

es igual a q2 y x”2 es la frecuencia del alelo nulo. Sin embargo, x"2,



donde x es la proporción observada de N individuosmuestreados que

no exhiben el marcador, provee una subestimación de q. Un

estimador menos sesgado es:

1/2 -1

q=x (1-11?!“ = ec.2a
8 x

(Tabla 50)

donde Varlx) = xll-xl/N (Tabla 5b) es la varianza muestral de la

frecuencia de homocigotas nulos.

Elvalor determinado por la siguiente fórmula

Var (q): 1.'_X ec. 2b
4 N

es la varianza muestral de Ia frecuencia alélica (Tabla5b).

b.2.i i - Diversidadgenética intrapoblacional

Con las estimas de frecuencias alélicas es posible estimar la

diversidad dentro de una población. Se utilizael término "diversidad

genética" en un sentido informal ya que es probable que los

fragmentos amplificados por RAPDscontengan solamante ADN no

codificante y por lo tanto a pesar de aportar para los calculos de

variabilidadno se pueden hacer inferencías acerca de la acción de

Ia selección natural de esta variabilidad ya que se la debe considerar

selectivamente neutra.
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Se emplea Ia medición convencional de diversidad Hj(i),que es

Ia probabilidad que dos genes, tomados al azar de la población j

difieran en el locus i. Esta medida sería equivalente a la heterocigosis

esperada en condiciones de equilibriode 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. Unestimador de esta cantidad sería:

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

para cada Iocus (Tabla ó a) y su varianza muestral es

aproximadamente (Tablaó b)

Var[Hj(i)]= 4 [1- 2q¡(i)]2Var[qj(i)] ec. 3b

AIpromediar por el número de loci observados (L),la diversidad

genética media observada en la población j es

HÍ=1X Hi“) ec.4a
L

La contribución esperada a la varianza de la diversidad

genética promedio debida al muestreo de un número finito de

individuos es



59

Var.=1IL2 x e Var['Hj(i)] = ec. 4b

La varianza muestral de AH]debida a la variación en diversidad

genética entre locies entonces

Var L (Hj)= Var(Hj) - Vaq (Hj) ec. 4o

Finalmente, si se analizaron n poblaciones, la diversidad

intrapoblacional promedio puede ser estimada mediante

Hw=1ln x E Hj ec. 5a

donde Hw significa H dentro de la población, siendo su varianza

muestral VarlAHw) una función de muestrear un número finito de

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

fórmula

Var(Hw) = 1In x (n-1) x E [Hi -Hw]z ec. 5b

Siguiendo la misma lógica que anteriormente la varianza

muestral total de AHwpuede ser particionada en las contribuciones

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

Van (Hw)= 1Inz x E Vaq(Hj) ec. 5c
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VarL (Hw)= 1m2 x E VarL(Hj) ec. 5d

Varp (Hw)= Var(Hw) - Var¡(Hw) - VarL(Hj) ec. 59

b.2.i¡i- Estructuración poblacional

AIcontar con datos provenientes de mas de una población es

de interés evaluar el grado al cual la diversidad genética total se

particiona en suscomponentes intra e interpoblacionales.

Unestimador de la heterocígosis entre las poblaciones j y k, que

es la probabilidad que un gen extraido al azar de la población j difiera

de una extraido de la población k, seria (Tabla Ba)

HJ'k'(¡)=qm) + qklil - 2 (mi) qk(¡)= 96- 63

y su varianza debido al muestreo de un número finitode individuos es

aproximadamente (TablaBb)

VarlHiklill = r1 -2qk(i)1’ Varlqilin + r1 - 2qiiin’ Varlqklill

+ 4 Var[qj(i)] Var[qk(i)] ec. 6b

En ausencia de subdivisiónpoblacional 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 definición mas significativa de la diversidad entre

poblaciones es la heterocigosis en exceso de aquella observada

dentro de las poblaciones (Tabla8b)

ij(i) = H'jk(¡)- |H'|¡i)+Hkm| ec. 7a
2

cuya varianza muestral es (Tabla lóa)

Var[H'jk(¡)] = Var[H'jk(i)]+Var[Hj(i)]+Var[Hk(i)]I4 ­

Cov[H'j(i),H'jk(i)]-Cov[H'k(i),H'jk(i)] ec. 7b

Todos los términos de esta ecuación han sido definidos

anteriormente excepto los últimos dos, y estos son de Ia forma (Tabla

l 5b)

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

población j son utilizados para la estimación de AHj(i)y Aij(i).

Promediando sobre todos los loci, la estima de la diversidad genética

promedio entre las poblaciones j y k es (Tabla 9a).

ij =_1x Eij(i) ec. 8a
L

y su varianza (Tabla 9b)
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Var(ij)=1/L(L-1)xE (ij(i)-ij)2 ec.8b

La diversidad promedio entre poblaciones seró obtenida

promediando sobre todos lospares de poblaciones

diferentes

Hb=2!n(n-1)x E ij ec. 93

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

entonces

Var(Hb)=1In(n-1)x E ij ec. 9b

El índice de Wright para subdivisión poblacional Fst= Hb/Ht,

donde Ht=Hb+Hw.Este índice toma valores extremos de 0 cuando

todas las poblaciones tienen idénticas frecuencias alélicas y de l

cuando todas las poblaciones son completamente homocigotas para

alelos alternativos. Un estimador no sesgado de F51 puede ser

obtenido utilizando Ia siguiente fórmula .

Fst = HbIHt x

x(1+HbVar(Hw)-HwVar(Hb)+(Hb-Hw)Cov(Hb,Hw)/Hthz)4

ec.10a
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Todos los elementos de esta ecuación han sido definidos con

anterioridad excepto Ia covarianza muestral de los estimadores de Ia

variabilidadgenética dentro y entre poblaciones

Cov(Hb,Hw) = 1In [1In(n-1) x (E Hj' E ij)-(Hw x Hb)]

ec.10b

Dicha covarianza existe porque se utilizan las mismas

poblaciones, Ioci e individuos para estimar Hb y Hw. La varianza

muestral de F51es aproximadamente

Var(Fst) = (Fm/Hb)! x ec. 10c

x[(HwIHb)2Var(Hb)-2(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 número medio de

mutaciones que separan a dos genes de dos poblaciones. La

distancia genética de Nei da cuenta de múltiples mutaciones por

Iocus, y en el caso de poblaciones aisladas y de una tasa de

sustitución 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 población

(Tablall), entonces ij = 1 - ij es la identidad genética entre las

poblaciones j y k (Tabla 12) ambos promediados sobre todos los loci,

entonces D = -ln(Jj/ Jj Jk) es Ia distancia genética de Nei. Un

estimador no sesgado de Djkesta dado por la expresión

Djk = -|n (ij1 Jj Jk) - Var(H'jk)I2x .ij2 + Var(Hj)/4Jj2+ Var(Hk)I4sz

ec.11a

y su varianza muestral es aproximadamente

Var(Djk)= Var(Hj)I4sz + Var(Hk)/4Jk2+Var(H'jk)Iij2 ­

Cov (Hj,‘H'jk)I.1ij - Cov(Hk,H'jk)lJijk ec. 11b

Todos los elementos de esta fórmula han sido definidos

anteriormente excepto

Cov(Hj,H'jk)= 1/L2 x Cov[Hj(i),"H'jk(i)] ec.11c

Losvalores Djkse utilizaron para construir fenogramas utilizando

el método de UPGMA(Sneath and Sokal 1973).
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II - Análisis de polimorfismos para fragmentos de
restricción

de ADNmten especies del género Dichroplus

a) Colección del material

Durante los meses de febrero y marzo de 1995 se realizaron los

viajesde colección a diferentes localidades de Ia Provinciade Buenos

Airespara Ia recolección de ejemplares de diferentes especies del

género Dichrop/usen estudio:

Localidad Especie coleccionada
Escobar Km.52 D. berg/ï

D. e/onga/us
D.puncfu/a/us

Ottamendi Km.óó D. prafenS/ls

Campana Km.75 D.berg/ï

Benito Juarez, D.palme/¡s
Ruta 86 Km. 37

Benito Juarez, Scofussa /emn/'scafa
a 3 Km. ruta 86
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También se utilizan para estos estudios ejemplares de una

población de D. ví/affus coleccionada en las cercanías de la ciudad

de San Miguelde Tucuman.

Unejemplar de cada especie fue determinado por la Dra. MM.

Cigliano del Museo de Ciencias Naturales de La Plata.

b) Métodos

b.1 - Clonado del ADNmitocondrial de Caledía captlva

Previo a la transformación de las bacterias con los plósmidos se

procedió a hacerlas competentes usando Cloruro de Calcio para

luego transformarlas mediante TRATAMIENTOTERMICO.Se disponía de

tres plósmidos pUClB; pCc4, pCcll y pCclS con tres insertos de

diferente tamaño: 3; 5 y 8 kb respectivamente que representan la

totalidad del genoma mitocondrial completo de Ca/ed/a cap/¡va

(gentilmente cedidos por el Dr.AdamMarchant)

Se sembraron las bacterias en un medio selectivo y se

obtuvieron asi colonias que contuvieran el plósmido (ya que el

plósmido contiene una resistencia a ampicilina sólo las colonias que

presentaran resistencia a ese antibiótico crecieron en el medio

selectivo y contenían también el plósmido).
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Luego se picaron esas colonias y se cultivaron en medio LBpara

realizar la extracción de ADN plasmídico. Esta extracción se realizó

primero a pequeña escala (mini-prop)para comprobar Ia presencia

de plósmido realizando una lisisde las células bacterianas y luego una

desnaturalización violenta del ADN bacteriano mediante alta

temperatura (boilingmethod) para recuperar sólo el ADNplasmídico.

AI obtener resultados positivos se intentó realizar una extracción del

plasmido a gran escala (maxi-prop)mediante una desnaturalización

del ADNgenómico con una subida de pH abrupta y precipitación de

los complejos de ADN genómico y membranas desnaturalizadas

mientras que losplósmidospermanecen en solución.

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

por separado, para su utilizaciónen el futuro.

b.2 - Extracción de ADNgenómico total

Se realizaron las extracciones de acuerdo al protocolo de

Marchant (1988)puesto a punto para Ca/edía cap/¡vay descripto en

el apartado b.2. de Ia sección de Analisisde polimorfísmos de ADN

amplificados al azar.

Se extrajo de esta manera ADNde ejemplares de las siguientes

especies del género D/chrop/us que se analizan en forma

independiente:



D. e/ongafus 29 individuos

D. vífaffus 8 individuos

D. berg/ï ó individuos

D.punch/afus ó individuos

D.profensís ó individuos

D. paraje/¡s 7 individuos

El protocolo utilizado con pequeñas modificaciones probó ser

de rendimiento aceptable, siendo D.prafensísla especie de la que se

extrae mayor cantidad de ADN,debido a su mayor tamaño. ElADN

obtenido es suficiente para ser utilizado en diez digestiones, (aprox. 20

pg de ADNpor digestión) considerando posibles repeticiones.

También se extrajo ADN de cuatro individuos de Scofussa

lemníscafa para utilizareste grupo en las comparaciones como grupo

externo o "outgroup".

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

fragmentos de restricción en ADNm(mitocondrial).

b.3.i - Digestión de ADN genómico total con enzimas de
restricción

Se utilizaronenzimas que tienen secuencias de restricción de

cuatro y seisbases:



Enzima secuencia de restricción

EcoRl G’AATTC
HindIII A’AGCTT
BamHI G*GATCC
Scal AGT*ACT
Alul T*CTAGA

Xbal T*CTAGA
Pst I CTGCA*G
Hhal GCG'C
Haelll GG*CC

*indica el sitiode corte

En un tubo de microcentrífuga esteril se agregan los reactivos

en el siguiente orden:

-ADN 18 i (aprox.20pg.)
-buffer 10x pl
-BSA20mg/ml Sul
-RNAsa iOmg/ml 2p!
-H20 hasta 50M
-enzima 2U/pUI ipl

Las restricciones se realizaron primero en un baño térmico a

37°C durante dos horas. Luego se modificó el método al cpmprobar

que se obtienen mejores resultados realizando las restricciones

durante menos tiempo y agregando mas cantidad de enzima a Ia

mitad de Ia reacción. Esto se debe a que el ADN puede estar

contaminado con nucleasas cuya acción se propiciaría con tiempos

de incubación mas prolongados, degradando así el material en

forma inespecífica y perdiendo información.
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Una vez transcurrido el tiempo de incubación con la enzima se

comprueba que la digestión haya sido completa sembrando en un

gel de agarosa al 0.6%:

4 IADN digerido
161 ITE ph 8
2 prbuffer de siembra

esto se realiza para evitar que se dificulte Ia interpretación de las

bandas al encontrarse el ADNparcialmente digerido, presentando

bandas de muyalto peso molecular.

b.3.ii - Corrida de ADNgenómico digerido

Se siembra entonces la totalidad del ADNdigerido (que incluye

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

48 IADN digerido
2 p buffer de siembra

paralelamente se siembra también fago lambda digerido con

Hínd IIIcomo marcador de peso molecular y a su vez se siembra

alguno de los fragmentos de ADNmt a utilizarcomo sonda, como

control positivo de la experiencia. Este gel se deja corriendo a una

corriente de 15 a 20mA en buffer TAE ph8 mas de doce horas

(durante toda la noche) ya que a mayor amperaje se pierden

fragmentos de tamaño pequeño que pueden ser de utilidad al

interpretar los resultados. Se adoptó una concentración de agarosa
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menor (0,5%)para favorecer la mejor separación de las bandas de

gran tamaño.

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

l) Se tiñe el gel durante lO minutos colocóndolo en una solución con

0.5mg/ml de bromuro de etídio (se redujo luego la concentración a

25pg/ml para disminuirla contaminación y el tiempo de desteñido)

para controlar Ia eficiencia de la corrida. Luego de visualizarloal UV

se destiñe sumergiéndolo en agua durante aproximadamente 30

minutos (opcional, ya que en estudios posteriores se comprobó que

de no realizareste lavado se puede comprobar tambien Ia eficiencia

de Ia transferencia a la membrana solo con exponerla a luzUV).

2) Depurinación: 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 solución

de HCL250mMa temperatura ambiente. Lavar con agua (opcional:

ya que probó no ser necesario dado que los fragmentos de alto peso

molecular transferianeficientemente y mediante esta depurinación se

podía perder algunos fragmentod de bajo peso molecular).
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3) Desnaturalización, neutralización y transferencia

- Se sumerge el gel en solución de desnaturalización dos veces

durante 15 minutos. Esto desnaturaliza el ADNantes de transferirlo por

ser la solución de ph alcalino. Se puede comprobar que la

desnaturalización es completa volviendo a ver el gel al UVsi no fue

desteñido. No se debe observar Ia estela de digestión de fragmentos

ya que al estar el ADNdesnaturalizado 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 solución de neutralización dos veces durante 15

minutos. Estorecupera el ph neutro.

- Armar Ia transferencia de ADNa una membrana por capilaridad

usando 20xSSCsegún Maniatis ef a/., 1982, invirtiendo el gel de modo

que la parte inferiorquede 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 la

transferencia se marca la membrana para identificar las posición de

las muestras y se sumerge en óxSSCdurante 5 minutos para eliminar

restosde agarosa que pudieran quedar.

4)Fijacióndel ADN:Se expone el lado de Ia membrana que lleva el

ADN(que estuvo en contacto con el gel) durante i-l,5 minutos a una

fuente de UVpara que se una covalentemente a Ia membrana. Sila



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

para ser usada en el futuro.

b.3.iv - Marcación no radioactiva de los fragmentos de
ADth

Purificación de fragmentos de ADNdel gel de agarosa

Luego de digerir los plósmidos puC 18 con la enzima de

restricción correspondiente (Sacl) para poder separar los fragmentos

de interés, se utilizó el siguiente protocolo (Curran com.pers.). EI

objetivo es aislar del gel de agarosa los fragmentos identificados

como ADNmtde Ca/edl'a cap/¡va para ser utilizadoen un futuro como

sonda específica para especies del género Dichrop/us.

l) Luego de correr el gel se visualizan los fragmentos a la luz UV

y se corta con un bisturíel fragmento de interés.

2) Se coloca el fragmento dentro de un eppendorf pequeño

(500ul)con una perforación realizada con una aguja hipodérmica

(229) y relleno con fibra de vidrio esteril.

3) Se coloca el eppendorf pequeño dentro de uno de mayor

tamaño (l .5ml)y se centrífuga a 120009 durante lO minutos.

4) Extraercon N-butanol saturado con agua.

5) Precipitar añadiendo i/lO volumen de Acetato sódico y dos

volúmenes de etanol.
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ó) 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

vacío.

8) Disolveren 100-200ul de agua bidestilada esteril.

9) Purifiacióndel fragmento con sucesivas fenolizaciones.

Se realiza Ia marcación de los tres fragmentos de ADNmt

utilizando el DIG DNA Iabelling and detection kit (Boehringer) que

incorpora los nucleótidos marcados con digoxigenina mediante el

método de Random priming utilizando primers a azar para unirse al

ADNtemplado. La marca se incorpora mediante Ia enzima Klenow.

Se procede a agregar en un tubo de microcentífuga

previamente enfriado los reactivos en el siguiente orden (el ADN

templado debe ser desnaturalizado en baño a 100°C durante 10

minutosy enfriado inmediatamente en baño de hielo/etanol durante

30 segundos antes de usarlo):

(Aggctlgndglggïgnoungeggjos( i0x) 2 I
dNTPmezcla marcadora (le) 2m
H20 hasta i9pl
enzima Klenow lpl

Se incuba la reacción durante por Io menos 60 minutos para

luego precipitar el ADNcon un buffer salino concentrado y etanol a

baja temperatura para luego recuperar el ADNseparóndolo de los

nucleótidos marcados no incorporados. Las sondas marcadas se
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guardan a -20°C hasta el momento de ser utilizadas. La marcación

probó sermós eficiente cuando se marca durante menor cantidad de

tiempo. Se descartó entonces la reacción aumentada ó "scaled-up"

que necesita mas cantidad de enzima e incubación durante ló hrs.

Una vez realizada la marcación es necesario estimar el

rendimiento de la misma a finde calcular la cantidad de sonda que

se utilizara para la posterior hibridación. Esto se realiza con diluciones

seriadas de un ADNcontrol del KITde concentración conocida y del

ADNmarcado 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 reacción colorimétrica. Por comparación

de intensidades se conoce entonces Ia concentración de cada

fragmento marcado. Como se realiza una dilución inicial 1/20 la

concentración obtenida por comparación con el control debe luego

multiplicarse.Lasconcentraciones obtenidas fueron:

frag 3kb 14 ng/pl

trag 5kb 200 pg/ ltrag 8kb ió ng Jl

Se repitióentonces la marcación del fragmento 5 obteniéndose

luego de variosensayos:

frag 5kb 15 ng/pl
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Figura 2: Dot blott realizado para estimar el rendimiento de la
marcación de los tres fragmentos de ADNmt de 3, 5 y 8 kb
respectivamente, la concentración de sonda marcada se
calcula por comparación con ADNmarcado de concentración
conocida (C).

A B C D E F

C O O
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b.3.v - Hibridación dela membrana con la sonda marcada:

Una vez conocida la concentración de los tres fragmentos

marcados se prepara la mezcla de sonda agregando cantidades

equimolares de los fragmentos, en total se agregan iOng/ml de

solución mas el marcador de peso molecular (fago Iabda digerido

con Hindllltambién marcado).

Dado el caracter "homeólogo" de la sonda fue necesario

realizar un "dot bIott" previo para comprobar si la sonda a utilizar

hibridaba con las especies en estudio. Se sembraron en una

membrana alícuotas de ADNde las distintas especies y se realizaron



los pasos de desnaturalización y neutralización colocando la

membrana sobre papel de filtro embebido en estas soluciones y

luego se procedió a la pre hibridación e hibridación.

Como esta experiencia dio resultados positivos para todas las

especies en estudio, la membrana que contiene el ADNdigerido se

pre-hibridiza,esto consiste en ponerla en contacto con Ia solución de

hibridación mós el agente bloqueante (20 cm3 por cada lOOcm2 de

membrana) durante por Io menos una hora. Elobjetivo es bloquear

cualquier posible unión inespecífica de la sonda que crearía "ruidode

fondo" o "background".

Luego se desnaturaliza la mezcla de sondas calentando a

lOO°C y enfriando de inmediato. Se agrega a la solución de

hibridación y se procede a dejar hibridando mas de ió horas (por lo

menos 3,5ml.para una membrana de lelO cm?)en un baño térmico

con agitación. La temperatura y concentración de las soluciones de

hibridación y de los lavados de post-hibridación se fijó probando

diferentes condiciones, y eligiendo la que da la relación óptima 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 15min. en sol de lavado lx

un lavado de 15 min. en sol de lavado 0.5x
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Se obtuvieron resultados analizables con las condiciones de

hibridación ensayadas para disminuir la rigurosidad tanto de la

hibridación como de los lavados. Esto permite una mayor detección

de bandas a pesar de Ia condición heteróloga de la sonda utilizada.

b.3.v¡ - Detección colorimétrica con NBTy X-phosphate:

Luego de los lavados de post-hibridación se equilibra Ia

membrana con solución l (Tris).5M ph 7.5 ócido maleico 1.5M ) y se

bloquea con solución 2 (solución l mas 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 mas solución 2 y se incuba la membrana en esta

solución durante 30 minutos, estos pasos se realizan a temperatura

ambiente y dan mejores resultados sise los realiza con agitación.

Se lava Ia membrana dos veces en solución l para remover el

anticuerpo que no se unió.

Se lava la membrana en solución 3 para activar la fosfatasa

alcalina y se agrega mós solución 3 con el sustrato (X-phosphate) y el

colorante (NBT)y se incuba en una bolsa de plastico en Ia oscuridad.

La formación del precipitado comienza a los pocos minutos y esta

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

Se calcula el peso molecular (PM) de las diferentes bandas

relacionando Ia distancia del punto de siembra con el logaritmo del

peso molecular (PM),utilizando el marcador (Iambda) que presenta

bandas de PMconocido. Con el marcador de PM,lambda digerido

con Eco RIy Hindlll, se calculan los logaritmos del PMde las bandas y

Ia regresión con las distancias, obteniendo así una ecuación lineal

que se utilizapara calcular lospesos moleculares de las otras bandas.

La obtención de fragmentos de restricción permite inferir la

presencia o ausencia de sitiosespecíficos de corte con diferentes

endonucleasas, constituyendo una evidencia indirecta de Ia

secuencia.

Se identificaron las bandas obtenidas y se compararon los

patrones para las diferentes especies estudiadas, tomando las bandas

como caracteres. Estos caracteres pueden entonces ser utilizados

para construir arboles filogenéticos (cladogramas) donde se

considerara a Sao/rusa /emn/'scafa como grupo externo (outgroup)

siguiendo la metodologia de la sistemática filogenética (Forey ef a/.,

i993).



b.3.viii - Algoritmos y programas utilizados para el
tratamiento de los datos

al Algoritmo de Wagner y Dollo

Los algoritmos matemáticos 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 prescripción

metodológica que supone que los cambios evolutivos se realizan de

la manera mas económica 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 DoIIo (Farris,1977). Elalgoritmo de Wagner

admite todo tipo de reversiones de los caracteres y es el mas utilizado

por los sistemáticos cladistas que trabajan con datos morfológicos. El

algoritmo de Dollo se basa en la ley de ¡rreversibilidad,que prohibe

tanto Ia pérdida de un caracter y su posterior aparición como su

ganancia convergente, el de mayor uso por parte de los biólogos

moleculares que trabajan con sitiosde restricción de ADN.



b) Comparación entre proaramas de inferencia de filogenios

Elprograma Hennigaó ha computarizado sólo el algoritmo de

Wagner. ElPHYLIP(phylogeny inference package, Joe Felsestein i985,

1991)incluye ademas los algoritmos de Comín y Sokal y de Dollo.

El programa PHYLIPes utilizado principalmente para procesar

datos moleculares como ser sitiosde restricción puesto que es el que

mejor se adapta al modelo de evolución molecular (Templeton 1983).

Losalgoritmos de simplicidad se dividen en exactos y heurísticos.

Los primeros garantizan el hallazgo del cladograma mas corto; los

segundos no aseguran que dicho algoritmo ha sidoencontrado.

Elalgoritmoexacto mas elemental es aquel que aprovechando

la enorme capacidad de cólculo y memoria de la computadora,

construye todos los cladogramas posibles quedóndose con el o los

mas cortos. La estrategia publicada mas eficiente para obtener una

solución mas exacta cuando el número de toxo es mayor que 10es la

de "branch and bound" (Hendy 8. Penny l982). La opción PENNYdel

PHYLIPemplea esta estrategia. El uso de esta opción esta

desaconsejada para mas de 12 toxo (en el presente estudio sobre el

género Díchrop/us se utilizaeficientemente dado que se analizan solo

7 toxo). La opción '"Implicitenumeration" ("i.e.")del programa HennigBó

ofrece Ia ventaja de corresponder también a un algoritmo exacto y

ser el mas rapido, careciendo de límitespara el número de taxa o

caracteres.
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Una ventaja del HennigBó sobre el PHYLIPes que no produce

cladogramas redundantes. El PHYLIP, sin embargo, resuelve

arbitrariamente las politomías (todos los cladogramas resultantes son

bifurcados) y por lo tanto las diferentes resoluciones de una politomía

aumentan arbitrariamente el número de cladogramas.

El programa PHYLIPesta en condiciones de recibir datos

moleculares de secuencias de proteínas o de acidos nucleicos y

analizarlos 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".Elpeso sucesivo de los caracteres es otra opción que se aplica

cuando se han obtenido varioscladogramas de mínima longitud con

el objeto de reducir el número de los mismos. Esta opción da peso a

aquellos caracteres que producen menos homoplasias (con relación

a las potenciales.

Se utilizaronen este estudio dos métodos de parsimonia para el

analisis filogenético: Wagner (utilizando el HennigBó) y DoIlo

(programa Dollop que no requiere la determinación de un grupo

externo hasta que se construye el arbol de consenso). Este último

programa es especialmente eficiente para el procesamiento de sitios

de restricción, pero es recomendado para el procesamiento de

fragmentos de restriccióncon 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 metodología fue nombrada en memoria de LuisDollo ya

que fue el primero en asegurar que en Ia evolución es mas dificil

ganar un caracter complejo que perderlo. El algoritmo explica la

presencia de un estado (l) permitiendo hasta un cambio anterior de 0

a l y tantas reversiones a Ocomo sean necesarias para expresar el

patron. Elprograma intenta minimizarlas reversiones de 0 a l.

clParómetros estadísticos para poner a prueba la confibilidad de los

cladogramas.

La mayor parte de los programas permite obtener parametros

estadísticos tales como el índice de consistencia (Kluge 8. Farris,1969)

y el índice de retención (Farris,1989).

El indice de consistencia es una medida del nivel de

homoplasia de un cladograma. Elprograma lo calcula primero para

cada caracter y luego calcula el ensamble C/‘(ovalor conjunto) para

todo el cladograma. Susvalores varían entre 0 y l ya que se calcula

como el cociente entre el número de pasos mínimoposible para ese

caracter en ese cladograma y el número de cambios reales

observados. Valores cercanos a i indicarón menor nivel de

homoplasia, mejores datos, pero un valor de l ¡ndicaría ausencia total

de homoplasias, una situación muy poco plausible. Este índice se ve

aumentado por la presencia de caracteres no informativoscomo

autoapomorfías (novedades evolutivas no compartidas) y



sinapomorfias de grupo (plesiomorfías, novedades evolutivas

compartidas por todo el grupo bajo estudio)(C¡= l). Un valor de Ca de

entre 0.7 y 0.8 es aceptable; un Omayor número de taxones disminuiró

el valor del índice.

EI índice de retención ( r¡) evalúa el comportamiento del

cladograma con respecto al peor comportamiento posible. Se

calcula haciendo el cociente entre la homoplasia observada y Ia

maxima homoplasia posible para ese caracter y luego es calculado

para todos loscaracteres involucrados. De esta forma,

ri=SL-_S.
g - m

siendo g la mayor cantidad de cambios homoplósicos posibles para

ese caracter, s el número de cambios reales que sufrió en ese

cladograma y m el número de cambios minimo posible para un

determinado caracter en ese cladograma. Losvalores de este índice

varían entre 0 y l: un índice de retención de 0 indicaría que el

caracter se comporta de la peor manera posible mostrando la mayor

cantidad de homoplasiaspermitidasen ese cladograma.

El programa HennigBó calcula ambos índices para cada

cladograma.



dt Cladogramas de consenso

Es importante contar con Ia posibilidad de obtener arboles e

índices de consenso, principalmente en el caso que haya varios

cladogramas de mínima longitud. ElHennig calcula solo arboles de

consenso estricto bajo Ia opción Ne/sen. El PHYLIP construye

cladogramas de consenso estricto y de mayoría (programa

Consense). Basicamente el órbol de consenso consiste de grupos

monofiléticos que se presenten con Ia mayor frecuencia posible en el

conjunto de datos. Siel grupo se presenta en todos (estricto)o en mas

del 50% (mayoría) de los arboles sera incluido en el cladograma de

consenso. Asíse construyen los cladogramas derivados que resumen

la información de uno o varios cladogramas fundamentales, esto se

realizópara ambos métodos de parsimonia.



RESULTADOS
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l - Estudios poblacionales

a) Electroforesis de isoenzimas

a.1 - análisis isoenzimático de las poblaciones

La determinación de los probables loci y alelos se realizó

comparando la velocidad relativa de las bandas. La interpretación

de la herencia de las bandas se infiere basóndonos en las distancias

entre ellas, las combinaciones observadas y en el caso de ESTpor su

especificidad por los sustratos, de acuerdo al criterio de Saidman y

Naranjo (i982).

La notación de los loci se realiza numeróndolos en orden

decreciente de acuerdo con su movilidadanódica. Losalelos reciben

Ia misma sigla con un índice 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 observó la presencia de una banda anódica invariable muy

cerca de la siembra que corresponde a un Iocus monomórfico Act-2.
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Se observaron también bandas variables que corresponden a un

locus polimórfico para una enzima dimérica Aat-l con alelos Act-12°,

Aat-l27y Act-129,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 polimórfico (Aat-i) no puede ser analizado por ser sus

bandas demasiado tenues, mientras que el Iocus de menor movilidad

(que permanece en el cótodo - el orige - resolviendo en una Única

banda) Act-2, monomórfico tiene una intensidad mayor que en los

extractos de cabeza (Fig.3).

Figura Fotografia de los patrones isoenzimaticosobtenidos para el
SBermAAT-i: l: Aat-i P727,2: Act-127m, 3: Aat-l 20/20

AAT-2:Iocus monomorfico,(p) indica que fue analizado en
extracto de pata



Láctico deshidrogenasa (LDH)

Para este sistema se observó un Único Iocus polimórfico. Se ven

tres patrones diferentes. Los homocigotas th-i'5”5 y th-i'7’”

presentan una Única banda mientras que el heterocígota th-i's’”

(como ya ha sido encontrado para otros Ortópteros, Chapco y

Bidochka, i986 y Confalonierí ef 0/1993) presenta una única banda

pero mucho mas ancha abarcando desde Ia posiciónde th-l'5”5

hasta Ia de th-i ""7. Estopuede deberse a su estructura tetramérica

según Ia cual se deberían observar cinco bandas en el heterocígota

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

Peptidasas (PEP)

Se detecto un Único locus polimórfico Pep-i en el que se

identificaron tres alelos diferentes Pep-i '4, Pep-l '6 y Pep-i" que en

estado heterocígota presentan tres bandas lo que evidencia Ia

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

Se detectaron tres loci, losdos que presentan bandas de menor

movilidad son monomórficos para las cuatro poblaciones en las que

se pudo estudiar (no se analizó fimbó para este sistema). Las bandas

con mayor movilidad corresponden a un locus polimórfico con dos

alelos, Mnr-I33 y Mnr-137,donde los heterocigotas presentan tres

bandas, postulóndose para la enzima Menadione reductasa una

estructura dimérica (Fig.4).
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Figura 4 —Fotografías de los sistemas polimórficos analizados:
AAT- Act-1:1:Aof-l 27’27,2:A01-l 27’20,31A01-1 20’”

- Act-2, locus monomórfico.

PEP - Pep-1; 2:Pep—1“"6, 32Pep-l W“: 4:Pep-¡ '6’2‘

LDH—th-l; 1:th-1 ""7, 22th-1 ""5, 3:th—1‘5“5

MNR - Mnr-l; lenr-I 37’37,2:Mnr—1 37/33,3:Mnr—1 33/33
- Mnr-2;locus monomórfico
- Mnr-3;Iocus monomórfico.

Auf-1

Auf-2

th-1.”
1 1 1 1
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Esterasas (EST)

En este sistema se detectaron cinco loci, cuatro de ellos

polimórficosque pudieron ser analizados en todas las poblaciones. El

Iocus monomór-fico Est-2sólo se visualizó con claridad suficiente en Ia

población de Timbó.Est-l presenta tres alelos, uno de ellos nulo por Io

que las frecuencias se estimaron mediante el método de Neiman­

Sorensen (i956). Est-3, Est-4 y Est-5 son Ioci polimórficos en Ios que los

heterocigotas presentan dos bandas sugiriendo una estructura

monomérica de la enzima (Fig.5).EIIocus Est-2 al ser analizado en una

Única población no fue incluido en los analisis estadísticos.



93

Figura 5 —Fotografías del sistema Estercsos con diferentes
susiro’ros:(M.R.=movilidad relativo)

A : revelados con a-nof’rilacetato.
B:revelodos con p-nofiiloceioio.
C :represenioción esquemófica de losbandos.

Fig.4

x 7

"“ "'— ESt-‘l
———-=———-———,——"—-37Est—3

— - -— - - 23 ¡“-4

7- — — 8 Est-5
M.R. Loci
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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 monomórficos para este sistema enzimática (Fig.ó).

Enzima málico (ME)

En todas las poblaciones analizadas para este sistema se

detectaron dos bandas invariables, sugiriendo dos loci monomórficos

(Fig.ó).

Octanol deshidrogenasa (ODH)

Esta enzima fue analizada en cuatro de las cinco poblaciones

estudiadas (no en Timbó)revelando en todos los casos dos bandas

invariables, postulóndose entonces Ia existencia de dos loci

monomórficos (Fig.ó).
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Superóxido dismutasa (SOD)

Durante la puesta a punto para este sistema se detectaron tres

bandas invariables postulóndose entonces tres loci monomórficos en

la población de la localidad de Timbó.Alintentar repetir el anólisisen

las otras poblaciones sólo se pudo analizar con claridad Ia banda de

movilidad intermedia por lo que los otros dos loci no se incluyen en los

analisis estadísticos (Fig.ó)

Figura 6 - ¡Fotografías de los sistemas que revelan sólo locimonomortrcos.
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a.2 - análisis estadístico

Las frecuencias alélicas para cada Iocus (para las siete

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

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

individuos analizado para cada Iocus. En la Tabla 4C se describen las

frecuencias transformadas segun el método de Christensen (i976)

para los Ioci que luego mostraron correlaciones significativasaunque

se realizaron iodas las transformaciones.

Tabla 4a: Tabla de Ioci monomórficos y número de individuos analizados por Ioci y
por población.

¿Locus Alelo f RA Hi TV TI fi FA es

fi Ant-2 4 39 29 29 29 4o 35 28

Mnr-z 7 15 f 39 23 23 o 4o 35 2a

5 Mnr-3 7 39 26 26 o 4o 35 23
¿mah-1 23 g 34 23 28 28 4o 30 23

áÉMdh-3 i 6 34 28 28 27 40 31 28
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Tabla 4h: Tabla de frecuencias olélicos poro los Ioci polimórficos en las siete
poblaciones analizadas (los olelos fueren numerados de cuerdo o su
relación de frente y n.c1.indico que ese Iocus no fue analizado en lo
población indicado).

l Locus Alelo RA Hïl TV TI Ii FA E?_|
Aat-1 3 20 0,513 0,773 0,64 0,685 0,397 0,443 0,25 É

‘ 27 0,487 0,267 0,34 0,315 0,564 0,528 0,48 i

g 29 0 0 0 0 0,038 0,002 0,269 á

1 N ' 38 29 25 28 38 35 26 i

¿Lan-1 15 0,41 0,417 0,467 0,228 0,487 0,583 0,574 q
‘ 17 0,59 0,583 0,533 0,712 0,513 0,417 0,425

N 39 30 29 27 39 30 27

¡j Pep-1 14 0,476 0,177 0,103 0,074 0,237 0,181 0,2

5 16 5 0,512 0,274 0,534 0,759 0,563 0,5 0,5

_ 21 g 0,012 0,548 0,362 0,167 0,2 0,182 0,3

; N i 40 29 29 28 39 33 20
' Est-3 34 1 0,571 0,593 0,5 0,68 0,643 0,521 0,307

37 0,429 0,407 0,5 0,32 0,358 0,479 0,692
N g 27 27 23 27 35 24 14

í Est-4 , 20 á 0,5 0,405 0,545 0,37 0,318 0,524 0,667

g 23 0,5 0,548 0,455 0,63 0,621 0,476 0,333

g g 28 0 0,048 0 0 0,06 0 0 1

‘ N g 26 21 22 23 33 21 27

Ésí-s a 0,248 0,391” 0,268W’f0,483 0,197 0,293 0,375
- nulo 0,486 0,186 0,353 0,327 0,421 0,362 0,232

1o 0,266 0,415 0,343 0,19 0,44 0,345 0,392

j N 35 25 25 27 33 29 27
g Mnr-1 33 0,453 0,544 0,5 n.o 0,468 0,5 0,722

¿ 37 i 0,547 0,456 0,5 n.o 0,532 0,5 0,278
N i á 32 23 27 0 30 31 27



Tabla 44:: Tabla de frecuencias alélicas para los sistemas AAT y PEP y su
transformación según el estadístico de Christensen (1976).

i alero 20 alelo 27 alelo 29
free. Trans. free. Trans. free. Trans

RA 0,513 -0,074 0,487 l .218 0 -2,499
HM 0,733 4,683 0,267 -3.713 0 -2,i 84
TV 0,64 2,485 0,34 -l .976 0 -2,027
TI 0,685 3,584 0,315 -2.624 0 -2,l 46
IM 0,397 -2,94 0,564 3.132 0,038 -0,064
FA 0,443 -i ,73] 0,528 2.147 0,002 -2,276
ES 0,25 -5,436 0,48 0.863 0,269 i 2,194

Los parametros poblacionales de variabilidad (H) no difieren

significativamente entre las poblaciones analizadas y se encuentran

en Ia tabla 16con el objeto de compararlos con losvalores obtenidos

mediante Rapds.

a.2.¡ - subestructuración poblacional

AI estudiar Ia estructura poblacional en los dos arreglos (por

regiones y globalmente) mediante los valores de F¡sse observó que

en la mayoría de los casos (42 de 49) los valores son positivos

evidenciando una tendencia hacia un exceso de homocigotas



deniro de las poblaciones. Lospromedios ponderados fueron lodos

positivos y los valores de F¡sson significativos o altamente significativos

en seisde siete de ellos (Tabla5), confirmando esta tendencia y como

se esperaría en poblaciones subeslrucfuradas.

Tabla 5: Tabla de valores de Frs
(‘p<0.05; " p<0.01).

calculados para cada Iocus y su valor total

I Loci RA HM TV TI FA IM ES Total l
' Aa“ a 0,135 0.405' 0,179 0,245 0,094 0,238 0,17 0.194'

th-1 0.397‘ 0,016 0,069 0,361 0.703" 0.415' 0.78" 0.403"
Est.3 0.776" 0,105 0.748” 0,284 0,103 0,128 -0.04 0.261”

Est.4 i 0,268 0,306 0,161 0,182 0,259 0,078 0,35 0.264“

Est.5 á -0.016 0,133 0,083 0.033 0,033 -0.016 0,031 0.023'

pep.1 5 0,587 0,257 0,107 0,352 0,031 0.088 0,058 0.201'
5 Mnm g -0.056 0,405 0,203 n.a 0,305 0,149 0,338 0,249

Sólo se encontraron diferencias significativas entre las

frecuencias alélícas de machos y hembras para el Iocusth-l en una

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



Tabla 6: Tabla de frecuencias alélicas que mostraban diferencias entre machos y
hembras en dos de las poblaciones analizadas (n.a.: no analizados)

[Famailla Escobar
ILocus AI fiMachos [Hembras Machos Hembras
“¿Aau 29? 0.083 0,022 0.375 0,178

27. 0.625 l 0,521 0.375 0,572
201; 0.292 l 0,455 0,25 0,25

th1 17 " 0.318 0,474 0.625 0,266
155 0.681 0,516 0.375 0,733

¿Mnr1 37g 0.500 0,5 0.409 0,7
33 0,5 0,5 0.590 0,3

Est1 "‘47 0.500 0,692 n.a n.a.
H 43 0.500 0,307 n.a. n.a.
¿Esta 37 0.533 g 0,444 0.700 0,687

33 0.416 g 0,555 0.300 0,313
’Est4 23 0.600 0,437 0.346 0,375

20 0.400 g 0,562 0.653 0,625
Est5 e 0.388 0,275 0.416 0,353

10 0.222 á 0,425 0.333 0,411
3 n 0.388 Q; 0,3 0.250 0,206
¿Pep1 z 21 0.182 0,182 0.277 0,313

16 0.545 g 0,477 0.611 0,409
14 0.273 a 0,034 0.111 0,272

a.2.i¡ - diferenciación entre poblaciones

Se evaluó la importancia relativa de cada uno de los locus

polimórfícos en cuanto a la variabilidad que aportan a

poblaciones delectóndose pocas diferenciasentre Ioci.

las
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Se realizaron dos tipos de estudios. Uno consistió en un analisis

jerárquico basado en la distribucióngeografica ya que las dos areas

fueron analizadas separadamente: Tucuman y Buenos Aires.

Este primer anólisis reveló que la diferenciación entre

poblaciones (F51), de Ia misma región es mayor que la diferenciación

entre regiones para cinco de los siete Iocí polimón‘icosy también para

el promedio entre todos los Iocí. Este resultado permitió Ia inclusión de

todas las poblaciones en este estudio ya que no constituyen dos

grupos de poblaciones aisladas (Tabla 7)

Un segundo analisis, considerando a todas las poblaciones

como originadas de una Única unidad panmíctica, reveló que los F51

calculados son significativospara tres Ioci (Tabla 8).

Tabla 7: Tabla de valores de Fstcalculados por regiones (Tucumón y Buenos Aires),
tomando cada región como una única población y sus valores totales (*
p<0.05; " p<0.01).

Tucuman Buenos Tucuman vs. Total

Loci Aires B A

Aa“ 0.035“ 0.025" 0,052 0.068“
th-1 0,015 -0.0l 8* 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
PGP-1 0.192“ -0.001 * 0 0,078"
NIN-1 0,013 0,018 0,0004 0



102

Tabla 8: Tabla de valores medios para los índices de fijación Fis (indicando
diferenciación intrapoblacional) y Fst (indicando diferenciación entre
poblaciones) para cada locus y su significación estadística (p).

I Locl Fls p Fst p —|
Aat'1 1’ 0,194 0,004 0,068 <0.0001

th'1 0,403 <0.0001 0,007 0,778
Est-3 0,26] 0,0005 0,029 0,] 18
ESÍ'4 0,264 0,0002 0,02 0,024
E395 0,023 0.185 0,02 0,187
Pep'1 0,201 0,03 0,078 <0.0001
MM'1 0,249 0,012 0 0,999

En la tabla 8 se indica la significación estadística de los valores

totales para ambos índices.

Elfenograma resultante fue construido utilizando las identidades

genéticas de Nei (Figó, pag. 126con el objeto de compararlo con el

obtenido mediante Rapds). Este diagrama muestra que las

poblaciones no se agrupan de acuerdo con las distancias

geográficas que las separan. Concordatemente el test de Mantel

realizado muestra que no existe correspondencia significativa entre

matrices de distancias geográficas y genéticas (r=-0.043,p=0.4l9), o

bien entre estimadores de flujo génico y distancias geogróficas (r=­

o.03; p=0.449ó) (Tabla 9).
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Tabla 9: Sobre la diagonal la diferenciación entre pares de poblaciones, entre
parentesis el número estimados de migrantes por generación: Nm);debaio
de la diagonal las distancias genéticas (Nei 1972)
distancias geográficas entre las poblaciones en km.

y entre paréntesis las

RA HM TV IM TI FA es

RA - 0,034 0,016 0,012 0,027 0,005 0,027

(7) (¡5) (20) (9) (53) (9)
HM 0,0023 — 0,054 0,026 0,031 0,023 0,041

(17-5) (46) (9) (8) (10) (ó)
TV 0,0015 0,001 - 0,011 0,016 0,007 0,021

(16.6) (8.3) (21) (15) (33) (11)
IM 0,0019 0,01 0,0004 0,022 0,003 0,034

(1032.5) (1067.5) (1070) (11) (72) (7)
Tl 0,0027 0,0017 0,001 0,0011 - 0,021 0,059

(25) (15) (8.3) (1065.8) (11) (4)
FA 0,0177 0,0012 0,0001 0,0002 0,0019 — 0,012

(45.8) (30.8) (37.5) (1024) (39.16) (19)
ES 0,0023 0,0025 0,0012 0,0019 0,0045 0,0008

(1071.2) (1056.2) (1053.6) (5.6) (1054.5) (1013)

Se estimó el flujogénico a partir de su relación con el índice de

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

que existenbarreras geográficas y ecológicas entre las poblaciones.

a.2.iii - variación clinal

Se analizaron los patrones de distribución de las frecuencias

alélicas para cada Iocus mediante correlaciones simples (Tabla lO)y



analisisde regresión múltiple (Tabla ll) para conocer la importancia

relativa de cada una de las variables ambientales.

Se encontró una correlación significativa de uno de los loci

polimórficos (Act-12°) con la longitud (LONG) y Ia 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 geográficas concuerda con el hecho

que Aat-l es el Único Iocus que muestra mayor diferenciación entre

que dentro de las mismas (Tablas 7 y 8).

Como las variables utilizadas son abióticas, se intentó buscar

otro tipo de variables dependientes de estas variables geográficas,

que pudieran explicar mejor la causa de esta correlación. Se

analizaron entonces distintas variables climáticas. Las correlaciones

muestran que las frecuencias alélicas para dos loci estan

significativamente correlacionadas con mediciones de temperatura:

Aat-l con la temperatura mínima (p < 0.05) y Pep-l con la

temperatura maxima absoluta, la temperatura maxima y la

temperatura mínima absoluta (P<0.01)(Tab|a lO).
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Tabla 10: Tabla de todos los valores de correlación (‘, indica la significación del
índice)i=alelo en baja frecuencia, f=alelo de alta frecuencia.

I Alelo Free. Lat. Long Alt TI-flax.A.Tiax. T.Fln.A. tfin. H.R. Príl
_Aat-1-20 n f -0.804* 0.804‘ 0,52 0,42 0,54 0,49 0.781‘ 0,58 0,03 .1

Aat-1 -27 Í 0,59 -0,54 -0,28 -0,53 -0,59 -0,57 -0,7i -0,28 0,26

Aat-1 -29 r 0,75 —0.80]” -0,57 -0,i 6 —0,31 -0,2 -0,56 -0,75 —0,35 á

th-1 -15 I 0,48 -0,45 —0,38 -0,07 -0,2i -0,45 -0,6 0,02 —0,i 5

th-1-17 f —0,5 0,48 0,45 0,02 0,16 0,39 0,59 0,03 0,18

Pep-1-14 Í 0,05 -0,05 0,53 -0.929” -0.904" -0.936" -0,7i 0,06 0,75

Pep-1 -16 f 0,05 -0,04 -0,i -O,66 0,05 0,43 0,32 -0,4 0,08

Pep-1-21 Í -0,02 0,0] -0,29 0,71 0,57 0,38 0,24 0,14 -0,72
Est-364 f -0,4 0,45 -0,4 0,13 0,22 0,3 0,52 0,26 0,2

Est-3-37 r 0,4 i -0,45 -0,27 -0,i 3 -0,22 —0,3 -0,52 -0,26 —0,2

Est-#20 Í 0,] l -0,i 5 0,0] -0,2i -0,2i —0,32 —0,39 -0,05 0,06

Est-443 f —0,23 0,27 0,08 0,] 9 0,24 0,37 0,49 0,09 0,04

Est-448 l' 0,37 —0,31 —0,34 0,22 0,0 i 0 -0,i 5 -0,i —0,4i

Est-54 Í —O,25 0,19 -0,09 0,4] 0,52 0,53 0,63 -0,i 9 0,18

ÉEst-5-n Í -0,08 0,13 0,4] -0,63 -0,53 —0,37 -0,26 0,13 0,62

Est-540 . 0,59 -0,55 -0,54 0,21 -0,07 -0,22 -0,52 -0,i -0,55

Mnr-1-33 0,5] -0,58 0,53 0,] 4 0,04 0,08 -0,3 —0,ói -0,45

Mnr-1—37 -0,5] 0,58 0,53 -0,i 4 -0,03 -0,08 0,3 0,62 0,45

Los analisis de regresión múltiple realizados para variables

geográficas y climáticas mostraron la misma dependencia para Aatl,

ya que tanto la latitud como Ia temperatura mínima mostraron

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

maxima absoluta entraba en el modelo al analizar conjuntamente

todas las variables climáticas (Tabla l l).
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Tabla 11: Regresiones múltiplesde frecuencias alélicas para Aat-l y Pep-l sobre las
variables geográficas y climáticas. Se indican solo los coeficientes
significativosestimados utilizando la descomposición de Gran-Schmidt.
R:coeficiente de determinación o proporción de Ia varianza explicada por
Ia regresión que incluye sólo las variables significativas (" p= 0.05; "* p= 0.01).

Geográficas Climaticas
b R b R

' 'ÁIBIo ' ‘ Lat T.Max.A. T.Min.

Aat-1-20 -O.781" 0,58 - 2.56* 0,52
Aat-1-27 - -0.078* 0,47

Pep-1-14 -0.876** 0,78

b) Análisis de polimorfismos de fragmentos de ADN

amplificados al azar (RAPD)

Se obtuvo un total de 27 bandas cuyos tamaños oscilaron entre

300 pb y 2 kb (Fig 7).

EInúmero de productos de amplificación generados para cada

individuo varió entre 5 y 14. Todas las bandas identificadas fueron

incluidas en el analisis y seran tratadas como "loci" . Las frecuencias

alélicas para las 28 bandas resultantes fueron calculadas a partir de

los valores de proporción de ausencia (x) (Tabla 12a) y de sus

varianzas muestrales (Tabla 12 b) y se encuentran en la Tabla 130.
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Figura 7: Algunosde los patrones de bandos observados 0| amplificar
A: primer A09: 1 : marcador de peso molecular Lomdo

digerido con Hind III.2-4: Fomoilló. 5-6: Tofí Viejo, 7-8: Horco Molle, 9-1 1:
Roco, 12: I. Maschwitz.

B: el primer A01, 1-2: Fomoilló, 3-4: Tofí Viejo, 5: Horco
Molle, ó: Rcco, 7: Famaillá.

2,322
2,027 “Www

0,564
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Tabla 12a:Ioblo que indico lo proporción de individuosde codo población que no
exhiben el marcador (Iocus).

|Locus RACO FAMAILLAESCOBAR lMASCH. T.VTEJo H. ¡OLLEl
' 1 “- 0,500 0,667 0,667 1 0,500 0,667 5

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,ló7 o
s 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 i 0,333 0,667 0,667

10 1 l 1 l 0,833 0,333

11 0,286 0,714 l 0,333 0,333 0,667
12 0,714 0,571 l 0,000 0,333 0,667
13 l l 0,600 0,333 0,333 0,667
14 l i 0,600 1 0,833 i

15 0 0,143 0 0 0 0,667
16 0,857 0,714 l l 0,500 l
17 0,286 0,429 0 0,333 0,500 0,667
18 0,857 l 0,400 I 0,500 l
19 0,714 0,429 0,800 0,667 0,667 0,333
20 0,571 l I 1 I I

21 1 1 1 0,833 0,667 1

22 1 l 1 l 0,667 l

23 0,857 l I I 0,833 l
24 0,714 0,714 1 1 0,833 1

25 l 0,57] l I 0,667 l

26 1; 0,857 0,429 1 l 0,667 I

7 i" 0,571 l l 0,3330,667
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Tabla 12h: Tabla de los vorianzos muestroles de los frecuencias de homocigofos
nulos.

| Varx RACO FAñAILLA E_SCOBAR ITnAscu. 1'. VIEJO H.MOLLEI

1 0,0417 0,0370 0,0370 0 0,0417 0,0370 5
2 ‘ 0,0370 0 0,041 7 0,0370 0 0,0370

3 0,0370 0,023! o 0,0370 0,041 7 0,041 7

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

5 o o 0,041 7 0 0,0231 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

s 0,0370 0,041 7 0,0370 0,0417 0,0231 0

9 0,0370 0,0324 0 0,0370 0,0370 0,0370
1o o 0 0 0 0,0231 0,0741

11 0,0292 0,0292 0 0,0370 0,0370 0,0741

12 0,0292 0,0350 0 o 0,0370 0,0741

13 o 0 0,0480 0,0370 0,0370 0,0741
14 0 0 0,0480 0 0,0231 o

15 0 0,0175 0 0 o 0,0741

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

17 0,0292 0,0350 0 0,0370 0,041 7 0,0741

1a 0,0175 0 0,0480 0 0,0417 o

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

20 0,0350 0 0 0 o o
21 0 0 0 0,0231 0,0370 0

22 0 0 0 0 0,0370 o

23 0,0175 0 0 0 0,0231 0

24 0,0292 0,0292 0 0 0,0231 o
25 0 0,0350 0 0 0,0370 0

26 0,0175 0,0350 0 0 0,0370 0

27 0,0350 0,0292 0 0 0,0370 0,074] g
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Tabla 13a:Toblode estimodores de lo frecuencia olélico poro codo Iocus.(ec.2o)

| Frec.q RACO FAMAIíE-SCOBAR IITASCH. T. VI-EJO H.MOLLE|
1 0,7222 0,825] 0,8251 I 0,7222 0,8251 '

2 0,825] 1 0,7222 0,6025 0 0,825]
3 0,8251 0,9167 1 0,6025 0,7222 0,7222
4 0,8251 l 0,9 l 67 0,8251 0,9167 0,9167
5 o o 0,7222 o 0,4557 o
6 0,8251 1 0,825l 0,8251 0,9167 0,825!
7 0,6025 0,6025 0,9167 0,7222 0,6025 0,6025
a 0,6025 0,7222 0,825] 0,7222 0,4557 o
9 0,8251 1,0769 1 0,6025 0,8251 0,825]

10 I I 1 I 0,9167 0,6298

11 0,5595 0,3512 1 0,6025 0,6025 0,8339
12 0,8512 0,7662 1 o 0,6025 0,3339
13 1 l 0,7877 0,6025 0,6025 0,3339
14 1 I 0,7877 1 0,9167 l

15 o 0,4233 o o o 0,8339
16 0,9286 0,8512 l 1 0,7222 n

17 0,5595 0,6706 0 0,6025 0,7222 0,8339
18 0,9286 1 0,6571 l 0,7222 I
19 0,8512 0,6706 0,9001 0,8251 0,8251 0,6298
zo 0,7662 1 1 1 1 1

21 1 l l 0,9167 0,825] 1

22 l l l 1 0,825] I

23 0,9286 l l 1 0,9167 I
24 0,8512 0,8512 l 1 0,9! 67 1

25 l 0,7662 1 l 0,8251 l

26 0,9286 0,6706 1 1 0,3251 1

27 0,7662 0,5595 1 l 0,8251 0,6298
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Tabla 13h:Tabla de Ia varianza muestral de las frecuencias alélicas.(Ec.2b)

| Var.q RACO FAMAILLA ESCOBAR ITAASCH. T.VIEJO H.MOLLEI

1 0,0208 0,0139 0,0139 0 0,0208 0,0139
0,0139 0 0,0208 0,0278 0,0417 0,0139 ‘

3 0,0139 0,0069 0 0,0278 0,0208 0,0208 A
4 0,0139 0 0,0069 0,0139 0,0069 0,0069
5 , 0,0417 0,0417 0,0208 0,0417 0,0347 0,0417
6 0,0139 0 0,0139 0,0139 0,0069 0,0139
7 0,0278 0,0278 0,0069 0,0208 0,0278 0,0278
8 0,0278 0,0208 0,0139 0,0208 0,0347 0,0417

9 0,0139 -0,0069 0 0,0278 0,0139 0,0139
10 0 0 0 0 0,0069 0,0556 ¿5

11 0,0255 0,0102 0 0,0278 0,0278 0,0278
12 0,0102 0,0153 0 0,0417 0,0278 0,0278
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 ei 0,0051 0,0102 0 0 0,0208 0

17 0,0255 0,0204 0,050 0,0278 0,0208 0,0278
18 0,0051 0 0,030 0 0,0208 0
19 5 0,0102 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 O 0,0069 0
24 0,0102 0,0102 0 0 0,0069 0

25 0 0,0153 O 0 0,0139 0
26 0,0051 0,0204 0 0 0,0139 0

27 a 0,0153 0,0255 0 0 0,0139 0,0556
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b.1 - parametros de variabilidad intra e interpoblacional

Variabilidad intrapoblacional

Revisando el objetivo de este estudio recordemos que se

utilizanlos patrones de bandas generados mediante RAPD(Random

amplified DNA polymorphisms) para evaluar el grado de variación

genética entre poblaciones isoenzimóticamente diferenciadas. Se

intenta analizar Ia estructura genética de este mismo grupo de

poblaciones a través de los mismos índices, utilizando un marcador

molecular potencialmente mas sensible: Polimorfismos de ADN

amplificados al azar. Se tienen en cuenta los supuestos para

poder aplicar los calculos de frecuencias génicas y genotípicas y los

estimadores de diversidad intra e interpoblacional propuestos por

Lynch y Milligan (1994).

Los estimadores de variabilidad genética intrapoblacional Hj(i)

son derivados de las estimas de frecuencias alélicas según Lynch y

Milligan (1994). Estos mismos estimadores fueron corregidos

considerando el exceso de homocigotas ((Fis)significativodetectado

mediante isoenzímas).

Los valores de diversidad intrapoblacional obtenidos al

promediar por el número de loci observados (28) se ven modificados

por los valores de varianza muestral debida al muestreo de un
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número finito de individuos (Varl) y la debida a Ia variación en

diversidad genética entre Ioci (VarL).

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

| Hij RACO FAMAILLAïscoaAR IMASCH. T. VEJo ÑLLE |
1 0,4430 0,3] 64 0,3164 0 0,4430 0,3] 64 ‘

2 0,3164 0 0,4430 0,5344 0,0833 0,3ió4
3 0,3164 0,1666 0 0,5346 0,4430 0,4430
4 0,3164 0 0,1666 0,3164 0,! 666 0,1666
s 0,0333 0,0833 0,4430 0,0333 0,5655 0,0333
6 0,3164 0 0,3164 0,3164 0,1666 0,3164
7 0,5346 0,5346 0,1666 0,4430 0,5346 0,5346
s 0,5346 0,4430 0,3164 0,4430 0,5655 0
9 0,3] 64 -0,I 796 0 0,5346 0,3164 0,3164
10 0 0 0 0 0,1666 0,5774
11 0,5439 0,2737 0 0,5346 0,5346 0,3326
12 0,2737 0,3889 0 0,0333 0,5346 0,3326
13 0 0 0,3744 0,5344 0,5346 0,3326
14 0 0 0,3744 0 0,1666 0
15 0,0714 0,5495 0,1 0,0833 0,0333 0,3324
16 0,1428 0,2737 0 0 0,4430 0
17 0,5439 0,4826 0,] 0,5346 0,4430 0,3326
18 0,1428 0 0,5 I06 0 0,4430 0
19 0,2737 0,4826 0,1999 0,3164 0,3164 0,5774
20 0,3889 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0,] 666 0,3164 0
22 0 0 0 0 0,3164 0
23 0,1423 0 0 0 0,1444 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 0,3339 0,5439 o 0 0,31 44 0,5774

IH-uprom) 0,24 i0 0,2039 0,1418 0,2022 0,3283 0,2 i8]
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Tabla 14b:Tabla de varíanzas muestrales para los valores de variabilidad promedio
Hj(i).(Ec.3b)

| RA TV HTn FA ¡Tn es

Var (Hj) * 0,00] 3 0,0019 0,001 1 0,0019 0,00 l0 0,0017

Varl (Hj) 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 Ia variabilidad aportada

por el analisis de distintos Ioci es muy similar a le causada por

muestrear distintos individuos. De aumentar los tamaños mueslrales ,

sería equivalenle analizar mas individuos o utilizarmayor número de

cebadores para obtener mas Ioci.

La diversidad inlrapoblacional promedio fue estimada para el

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

Var(Hw).

Tabla 15: Valores promedio de variabilidad inlrapoblacíonal para todas las
poblaciones analizadas (Hw)y su valor de varianza.(Ecs.50,b,c,d,e,)

[ Hw 0,2225 |
Var (Hw) 0,0006 ‘

Var l (HW) 0,0001
Var L (Hw) 0,0001
Var P (Hw) 0,0004

Los estimadores de variación genética ¡nirapoblacional (Hj)

para cada población y cada Ioci no varían 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 Ioci son muy similaresa aquellos obtenidos de datos

isoenzimóticos.De hecho, las diferencias no pueden ser consideradas

significativasya que los intervalos de confianza se superponen (Tabla

ió).

Tabla 16:Tabla de valores de heterocigosis intrapoblacional promedio para cada
población calculado mediante valores de frecuencias alélicas obtenidos
con isoenzimas y con Rapds.

RACO fiOLLE T. V|_EJO FAiAILLA I.¡Asa-i. ESCOBARI
H](rapd) 0.24l+/- 0.218+/- 0.328+/— o.2o4+/- 0.202+/- o.142+/—i

0.0013 0.002 0.001 0.002 0.002 0.002
H](lso) 0.20ó+/- o.222+/- o.24+/- o.232+/- o.224+/- o.2oa+/­

9906 "9-905‘ ._.999] ¡»9:99.76 9906

Estructuración poblacional

Los indicadores de estructuración poblacional (Fst) fueron

calculados a partir de la heterocigosis entre poblaciones (Tablas l7

a,b y c respondiendo a las ec. óa, ób y 7c). La diversidad entre

poblaciones puede definirsecomo el exceso de heterocigotas que se

obtendró al cruzar individuosde poblaciones distintascomparada con

la que se espera dentro de cada población (Tablas 18 a,b yc

respondiendo a las ecuaciones 7a, 8b y lOc).



27|'Jkpro
Tabla17a:ValoresdevariabilidadentreparesdepoblacionesporIocus(ij)(Ec.6a)

1/2

0,3556 0,]749 0,229] 0,1749

0
0,]749 0,4790 0,4545 0,]249

0
0,4582 0,3]30

0 0
0,4233 0,]989 0,4797 0,0714 0,380] 0,2338

0 0
0,0714 0,2533 0,2338 0,3537 0,4683 0,4119

1/3
0,3556 0,3556 0,1749 0,229l 0,7222 0,2886 0,4]46 0,4334 0,1749

0
0,4405 0,1488 0,2]23 0,2123

0
0,07]4 0,5595 0,3653 0,2190 0,2338

0 0
0,07l4 0,1488

0
0,07]4 0,2338 0,2947

1/4
0,2778 0,4334 0,4334 0,2886

0
0,2886 0,4545 0,4545 0,4334

0
0,4878 0,8512 0,3975

0 O
0,07]4 0,4878 0,0714 0,27]6 0,2338 0,0833

0
0,0714 0,1488

0
0,0714 0,2338 0,2558

1/5
0,4013 0,825] 0,3556 0,229] 0,4557 0,2291 0,4790 0,509] 0,2886 0,0833 0,4878 0,4280 0,3975 0,0833 0,3096 0,4736 0,3096 0,27]6 0,2338 0,]749 0,]749 0,1428 0,2073 0,]749 0,22]3 0,3269 0,364]

1/6
0,3556 0,2886 0,3556 0,229]

0
0,2886 0,4790 0,6025 0,2886 0,3702 0,4603 0,2655 0,1661

0
0,8339 0,07]4 0,4603 0,0714 0,4088 0,2338

0 0
0,07]4 0,]488

0
0,07]4 0,4309 0,3932

2/3

0,2886 0,2778 0,0833 0,0833 0,7222 0,1749 0,4146 0,3556 -0,0769
0,]488 0,2338 0,2l23 0,2123 0,4233 0,]488

0
0,]488 0,2338 0,3294 0,4405 0,3646

2/4

0,]749 0,3975 0,4]46 0,1749

0
0,]749 0,4545 0,40]3 0,3818

0
0,4280 0,7662 0,3975

0
0,4233 0,]488 0,4650

0
0,389]

0
0,0833

0 O
0,]488 0,2338 0,3294 0,4405 0,3077

2/5

0,3556

1
0,3]49 0,0833 0,4557 0,0833 0,4790 0,5]97 0,l249 0,0833 0,4280 0,4455 0,3975 0,0833 0,4233 0,3439 0,4242 0,2778 0,389]

0
0,1749 0,1749 0,0833 0,2073 0,3269 0,389] 0,4613 0,4084

2/6

0,2886 0,l749 0,3149 0,0833

0
0,1749 0,4790 0,7222 0,]249 0,3702 0,2655 0,3223 0,166]

0
0,55]2 0,1488 0,3861

0
0,4557

0 0 0 0
0,1488 0,2338 0,3294 0,4845 0,3866

3/4

0,1749 0,4545 0,3975 0,229] 0,7222 0,2886 0,3]49 0,3556 0,3975 0,3975 0,4410 0,2123 0,6025 0,3429 0,2399 0,0833

OOOO
0,0875

3/5

0,3556 0,7222 0,2778 0,1527 0,5197 0,2291 0,4146 0,5288 0,l749 0,0833 0,3975 0,3975 0,4410 0,2602

0
0,2778 0,7222 0,4302 0,2399

0
0,]749 0,l749 0,0833 0,0833 0,!749 0,1749 0,1749 0,2652

3/6

0,2886 0,3556 0,2778 0,1527 0,7222 0,2886 0,4146 0,8251 0,1749 0,3702 0,1661 0,l66] 0,3079 0,2123 0,8339 0,8339 0,3429 0,396]

OOOOO
0,3702 0,3294

-0,0833

0
-0,2778

0,3199
-0,2778

0,6108

0
-0,09l6 -0,l749 —0,0833 -0,0833 -0,l749 -0,l749 0,5654 0,3187

5/6

0,3556 0,8251 0,40]3 0,1527 0,4557 0,2291 0,4790 0,4557 0,2886 0,3918 0,43]6 0,43]6 0,4316 0,0833 0,8339 0,2778 0,35]7 0,2778 0,4156

0
0,]749 0,]749 0,0833 0,0833 0,1749 0,]749 0,4156 0,3856



1/2

| VarH'Jk

1I4

116

214

0,0127 0,0139 0,0130 0,0139 0,0903 0,0139 0,0054 0,0087 0,0152

0

110,0138 120,0111130 140 150,0358160,0102170,0053 1a0,005119g0,012120‘0,0153 21‘0 220 230,0051240,0105250,0153260,0160

270,0090

FNOVÚQNOOS

0,005] 0,0313 0,0232 0,01i9 0,0153

0 0
0,0051 0,0102

0
0,005] 0,0153

0,0208 0,0139 0,0139 0,0125 0,0903 0,0125 0,0087 0,0087 0,0139

0
0,0043 0,0325 0,0278

0
0,0833 0,0051 0,0043 0,0051 0,0]l7 0,0]53 0,0069

0
0,005] 0,0102

0
0,0051 0,0]53

0,0127 0,0125 0,0]27 0,0130 0,0903 0,0]25 0,0054 0,0342 0,0]25 0,0556 0,0146 0,0194 0,0278

0
0,0477 0,005] 0,0]46 0,005] 0,0304 0,0153

0 0
0,005] 0,0102

0
0,005] 0,0202

0
0,0102 0,0153 0,0204 0,0255

0,0139 0,0278 0,0204 0,0139 0,0903 0,0139 0,0087 0,0100 0,0359

0
0,0153 0,0297 0,0278

0
0,0367 0,0102 0,0064

0
0,0]I4

0
0,0069

0 0
0,0102 0,0153 0,0204 0,0255

0
0,0102 0,0153 0,0204 0,0082

0,0125 0,0164 0,0127 0,0278 0,0278 0,0417 0,0123 0,0200

0,0139

0,0125 0,0127 0,0208 0,0098 0,0325 0,0]25 0,0204 0,0338 0,0139 0,0556 0,0556

0,0139 0,0]39 0,0139

0,0139 0,0139 0,0275

10,0109

IVarH'jkpro

0,0140

0,018]

0,0106

0,0164

0,0190

0,0197

0,0103

0,0133

0,0340

0,0174

0,020l

Tabla17h:Valoresdevarianzaparalosvaloresdevariabilidadentreparesdepoblaciones.(Ec.ób)



Cov(H],H]k)
L1-1/21-1/31-1/41-1/51-1/62-2/12-2/32-2/42-2/52-2/63-3/13-3/23-3/43.3/53.3/6

0,01200,01200,01850,00820,01200,00800,01170,01810,00800,01170,00800,01170,01810,00800,0117 0,01810,00800,0037-0,01810,0117000000,01200,01850,0038-0,01850,01200,01510,01810,00370,00800,00800,00750,01160,00240,00510,005100000 0,01810,01510,01170,01510,0151000000,00750,01160,00750,00960,00960,0833—0,03700,08330,00740,08330,0833-0,03700,08330,00740,0833-0,0185-0,0185-0,0185—0,0016-0,0185‘­ 0,01810,01170,01170,01510,0117000000,01170,01810,01170,01510,0117 0,00230,00950,00510,00230,00230,00230,00950,00510,00230,00230,00240,00240,00510,00240,0024g 0,00510,00740,0051-0,0010-0,01140,00380,01200,0082-0,0016-0,01850,00370,00800,0080-0,0016-0,0181l 0,02080,01810,00370,01170,0117-0,0104-0,0160-0,0033-0,0104-0,010400000l

000000000000000
0,00430,00610,00120,00120,00410,00170,01430,00290,00290,009600000 0,00760,0143-0,01430,00290,00960,01140,0163—0,01630,00330,010900000

0000000000,02300,02300,00470,00470,0154 00000O00000,02300,02300,02300,01920,0230,_

0,01100,07140,07140,0714-0,04770,00940,00940,00940,0094-0,00630,10000,01530,10000,1000-0,0668f 0,00610,00870,00870,00390,00870,01230,01430,01430,00640,014300000 0,0021-0,00610,00120,00270,00410,0017-0,01390,00290,00620,0093-0,0119-0,0341-0,0205-0,0444-0,0668 0,00870,00270,00870,00390,0087000000,01620,01890,01890,00840,01890,00490,01150,00930,00930,00370,00980,01110,00910,00910,00360,01120,00550,01040,01040,0042É’ 0,01630,01630,01630,01630,0163000000

00000000000 00000000000
0,00870,00870,00870,00730,0087000000

0 0 0 0

0,01010,01430,0l430,0l190,01430,01010,01430,01430,01190,0l43

000000,0l630,01630,0l630,01060,0163

0,00300,00870,00870,00570,00870,0l190,01390,0l390,00910,0139 999.1? ,910143...01.01€”
Cov(Hjij)prom

[0,00030,00050,00060,00030,00030,00020,00030,00040,00020,00020,00010,00020,00030,00010,0002]

91919€10,003.2919992....19'09‘80,999].91993391091€-..

Tablal7c:Valoresdecovaríanzaentrelos.yaloresdevariabilidadintrae¡nlerpoblacionalparacadacombinaciónen

laquesecalculeparacadapoblac10n.(Ec.7c)



Cov(H],H]k)
[4-4114-4124-4134-4154-4165-5115-5125-5135-5145-5166-6/16-6/26-6/35-5/46-6/5

000000,00820,01200,01200,01850,01200,00800,01170,01170,01810,0080

0,00740,01140,0051-0,01140,0074-0,0542-0,0833-0,0370-0,0171-0,05420,01170,01810,00800,0037-0,01810,00740,00950,01140,00510,00510,01200,01540,01850,00380,00820,01200,01540,01850,00380,0082 0,01170,01810,01510,01510,01510,00750,01160,00960,00750,00960,00750,01160,00960,00750,0096 0,08330,0833-0,03700,00740,08330,00620,0062-0,00270,00620,00620,08330,0833-0,03700,08330,0074 0,01170,01810,01170,01510,01170,00750,01160,00750,00750,00750,01170,01810,01170,01170,01510,00380,00380,01540,00380,00380,00230,00230,00950,00510,00230,00230,00230,00950,00510,0023 0,00380,00820,0120-0,0016-0,0185-0,0013—0,0027—0,0040-0,00270,0062-0,0171-0,0370-0,0542-0,03700,0074 0,00740,01310,01140,00740,00740,01170,02080,01810,00370,01170,01170,02080,01810,00370,0117

000,00000,00000,00000,01160,01160,01160,01160,00300,02890,02890,02890,02890,0240

0,00140,00800,01140,00230,00760,00140,00800,01140,00230,00760,00440,02610,03710,00760,0076 -0,0585-0,0444-0,0833-0,0171-0,05560,00800,00610,0114-0,01140,00760,02610,01970,0371-0,03710,0076 0,01140,01140,00660,00230,00760,01140,01140,00660,00230,00760,03710,03710,02130,00760,0076

000000,01160,01160,00670,01160,011600000

0,08330,01280,08330,0833-0,05560,08330,01280,08330,0833-0,0556-0,0371-0,0057-0,0371-0,0371-0,0371

000000,01590,01300,01850,01850,018500000E

0,00140,0039-0,01140,00510,00760,00220,0063-0,01850,00380,01240,00440,0127-0,03710,00760,0165 0,00000,00000,00000,00000,00000,01590,01850,00580,01850,01850O00 0,01270,00620,01450,01170,00470,01270,00620,01450,01170,00470,02030,00980,02310,0188

000,00000000000
0,01160,01160,01160,00750,01160,01810,01810,01810,01510,0181

00,01810,01810,01810,01810,0181 00,00990,01160,01160,01160,0116 00,00810,00810,01160,01160,0116
0 0 0

0,01810,00960,01810,01810,0181 0,01550,00620,01810,01810,0181 0100960100219191.81,019191,.99917910154,919034992.9?91.02€?9501881

OOOOOOO

OOOOOOO

OOOOOOO

OOOOOOO

OOOOOO

OOOOOO'

OOOOOO

OOOOOO
con";7111165}ka

[0,00000,00000,00000,00000,00030,00030,00060,00070,00030,00040,00030,00080,00090,0005|

Tabla170cont.



I Ajk1/21/31/41/51/62/32/42/52/63/43/53/64/54/65/6 É1Ï-0,0241—0,0241-0,1018—0,0417—0,0241—0,02780,0167—0,0241—0,02780,0167—0,0241—0,0278—0,14950,0167—0,0241

20,0167—0,02410,05370,6252—0,02780,05640,13030,95830,0167-0,03430,459—0,0241—0,70070,00790,6252 3 .-0,01240,01670,2752—0,0241—0,0241-4E-060,0640,01010,01010,13030,05640,0564—0,0343—00343—0,0417 40,0167-0,01240,0471—0,0124—0,0124-4E-060,0167-4E-06-4E-06—0,0124—0,0139—0,0139-00124—0,0124—0,01395 —0,08330,459-0,26310,1313—0,08330,459—0,08330,1313—0,08330,4590,01540,4590,1313—0,08330,1313
6 7 6 9

x

0,0167—0,0278—0,0278—0,0124—0,02780,01670,0167-4E-060,0167—0,0278-0,0124—0,02780,1387—0,0278—0,0124 —0,05560,0640,1039—0,0556—0,05560,064—0,0343—0,0556-0,05560,01010,0640,064—0,0343-0,0343—00556 —0,03430,00790,029—0,0410,3352—0,0241—0,04170,01540,5007-0,02410,08780,66690,67360,50070,173 0,05650,01670,2752—0,0278—0,02780,01290,20430,05650,05650,13030,01670,01670,00790,0079—0,0278

10‘Ï000-4E—060,081500-4E-060,08150—4E-060,08150,57370,08150,0198

2111 0,04940,16850,2158—0,05140,0220,01190,02390,0239—0,03770,13030,1303—0,0002—0,3344-0,002—0,002 í12l —0,01830,01190,71440,0239—0,03770,03940,5301-0,0163—0,03850,95830,1303—0,00020,29350,6259-0,002

13 _00,02510,21030,1303—0,00020,02510,13030,1303—0,0002—0,0135-0,0135—0,0456-03344—0,002—0,002 14W00,0251-0,1872-4E-0600,02510-4E-0600,0251—0,01030,0251—0,16660-4E-06 150,1129—0,0857—0,0857—0,07740,63180,09860,10690,10690,1102-0,0917—0,09170,6176—0,08330,62590,6259 16—0,0093—2E-06-2E-060,0167-2E—060,01190,0119—0,01440,011900,05640—0,499300,0564 17-0,03360,23750,1658—0,01990,0220,3793—0,0435—0,0386—0,02150,28520,45070,6176-0,1689—0,002—0,036118—2E-060,0386—0,25530,0167-2E-060,087600,056400,0876-0,04660,0876—0,499300,0564 190,002—0,01780,0348-0,0234-0,01670,0222-0,0104-0,0104—0,0743-0,0183—0,01830,00750,2944—0,0313-0,0313‘ 2050,03940,03940,03940,03940,03940000000000 21í000,08330,01670O-4E-060,01670-4E—060,01670-0,3331-4E—060,016722Ï]0000,01670000,016700-0,333100,016723-2E-06-2E—06-2E-06—0,0119-2E-06O0-4E-060-4E-060—0,16660-4E—06

0 0

24í—0,02040,01190,0119—0,01290,01190,01190,0119—0,01290,0119-4E-06-O,16660-4E-06 2550,0394000,016700,03940,0394—0,02570,03940,0167-0,333100,016726í 0,041-2E-06-2E-06—0,0083-2E-060,08810,0881—0,01040,08810,01670-0,333100,0167 270,00190,03940,0394—0,0257—0,05230,16850,16850,0311—0,07610,01670,08150,40720,0815—0,0313

ijprom0,00370,03590,0510,02180,02790,0580,04990,04980,01960,07450,04890,0978—0,08010,06360,0546
Varijpro5E-050,00040,00130,00060,00080,00050,00050,00130,00040,00170,00060,00170,00410,00140,0011

OOOOOO

Tabla18a:Valoresdevariabilidad'en’rreparesdepob_|ac¡onesconsidereandoIavariabilidaaexisiem‘eencada

poblacronylosvalorespromedioparaIaheierocigosrsentrepoblacronesdeaparesylavarianzadeestevalor.



1/2

Í‘0,0026

20,0017 30,0011 40,0017 50,0069e0,0017 7 s 9

|“Varij1

0,0031 0,0051 0,0014

1o0 110,0132 120,0014130 140 151;0,051916-‘0,0006 170,00441a0,00011910,0048200,003321o 22o 230,0001 240,0004 250,0033260,0072270,0085

Tabla18h:ValoresdevarianzaparaIavariabilidadentreparesdepoblacionespromediadasobretodoslosIoci.

1/3

0,0026 0,0026 0,0017 0,0011 0,1338 0,0008 0,0145 0,0098 0,0017

0
0,0198 0,0009 0,0036 0,0036 0,0071 0,0001 0,0997

0,011
0,0006 0,0033

0 0
0,0001 0,0009

0
0,0001 0,0033

1/4

0,0064 0,0098 0,0098 0,0008 0,0069 0,0008 0,0051 0,0051 0,0098

0
0,0032

0,152 0,0176

0
0,006

0,0001 0,0032 0,0001 0,0006 0,0033 0,0002

0
0,0001 0,0009

0
0,0001 0,0033

1/5

0,0017 0,1536 0,0026 0,0011 0,0692 0,0017 0,0001 0,0006 0,0017 0,0011 0,0013

1/6

0,0026 0,0008 0,0026 0,0011 0,0069 0,0001 0,0009

0
0,0001 0,0087

2/3

0,0008 0,0064 0,0002 0,0009 0,0033 0,0089 0,01798

2/4

0,0017 0,0176 0,0145 0,0017 0,0069 0,0017 0,0051 0,0017 0,018

0
0,0105 0,1363 0,0176

0
0,0569 0,0009 0,0032

0
0,0044

0
0,0002

0 0
0,0009 0,0033 0,0089 040198..

0,0013 0,0044 0,0125

0,0017 0,0009 0,0033 0,0089 0,0973

3/5

0,0026 0,1338 0,0064 0,0002 0,0187 0,0011 0,0145 0,0285 0,0017 0,0002 0,0176 0,0176 0,0088 0,0023 0,0083 0,0064
0,1519

0,0034 0,0011

0
0,0017 0,0017 0,0002 0,0002 0,0017 0,0017 01,0917,,

0:93.04

4/5

0,0064 0,1054 0,0051 0,0011 0,0692 0,0011 0,0187 0,0064 0,0008

0
0,0011 0,0017 0,0002 0,0002 0,0017 0,0017

20901.7

4/6

0,0017 0,0098 0,0051 0,0011 0,0069 0,0008 0,0051 0,1338 0,0098 0,0304
0,015 0,1978 0,015

0,1978
0,015

0,0137 0,0002

OOOOO
91030:?

5T]
0,00260,1536í 0,0017 0,00020,0692

E

0,0011É 0,0031 0,0692 0,0008 0,0221
0,015 0,015 0,015

0,0002 0,1978 0,0064? 0,0047 0,00640,0137

0
0,0017; 0,0017I 0,0002 0,0002 0,0017 0,0017 0,0137
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AIcomparar medidas de subdivisiónpoblacional, el valor total

de Fstcalculado mediante RAPD¡ndicaría moderada diferenciación

de acuerdo a Hartl (1980) (Fst= 0.145 )con un factor de corrección

descripto en la ecuación 10a.

Tabla 19: Valor del indice de fijación promedio para las seis poblaciones
estudiadas con y sinel factor de corrección correspondiente

Fst 0,1475
Fst slcorr 0,1474

corr 1,4968

b.2 - relaciones fenéticas entre las poblaciones

Los valores de distancias entre poblaciones (DjkTabla 21) se

utilizaron para construir fenogramas utilizando el método de UPGMA

(Sneath and Sokal 1973).Todos los cólculos se realizaron según (Lynch

8. Milligan 1994). El anólísis de agrupamiento realizado con las

distancias genéticas de Neicalculadas a partir de loci RAPDdemostró

una concordancia general con las distancias geográficas entre las

poblaciones estudiadas (Tabla 22, Fig8).
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Tabla 20: Valores de identidad genético dentro de codo población poro codo
Iocus.

IJJ= (1-1-11)RACO FAñAILLAE_SCOBAR1.¡Asa-1. tw?“ ¡OLLEI
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 0,9167 0,9167 0,5570 0,9167 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

1o 1 1 1 1,0000 0,8334 0,4226

11 0,4561 0,7263 1 0,4654 0,4654 0,6674
12 0,7263 0,61 11 1 0,9167 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 0,9167 0,9167 0,6674
16 0,8572 0,7263 1 1 0,5570 1,0000
17 0,4561 0,5174 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 0,61 1 1 1 1 0,6836 1

26 0,8572 0,51 74 1 1 0,6836 1

27 0,61 11 0,4561 1 1 0,6836 0,4226

| Jj prom 0,5841 0,5698 0,8418 1 0,6203 0,5531
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Ukprom0,5881

_112
0,6444 0,8251 0,7709 0,8251 0,825]

0,521
0,5455 0,875]

l
0,5418

0,687
0,5767 0,80]1 0,5317

l
0,9286 0,8512

l
0,9286 0,7662 0,7053

1/4

6,7222 0,5666 0,5666 0,71l4

1
0,7114 0,5455 0,5455 0,5666

1
0,5122 0,1488 0,6025

l 1
0,9286 0,5122 0,9286 0,7284 0,7662 0,9]67

1
0,9286 0,85]2

1
0,9286 0,7662 0,7442

51'15!
0,6025 0,9l67

1
0,6904 0,5264 0,6904 0,7284 0,7662 0,825] 0,825] 0,8572 0,7927 0,8251 0,7787 0,6731 0,6359

0,166] 0,9286 0,5397 0,9286 0,5912 0,7662

l I
0,9286 0,8512

l
0,9286 0,569] 0,6068

2/3

0,7114 0,7222 0,9167 0,9167 0,2778 0,825] 0,5854 0,6444 1,0769 0,85]2 0,7662 0,7877 0,7877 0,5767 0,8512 0,3294

1
0,8512 0,7662 0,6706 0,5595 0,6354

274

0,82515 0,6025 0,5854 0,8251

1
0,8251 0,5455 0,5987 0,6182

I
0,572

0,2338 0,6025

I
0,5767 0,8512 0,535

1
0,6109

1
0,9167

l
0,8512

0,6444

o
0,685 0,9]67 0,5443 0,9167 0,4803 0,875 0,9167

I
0,5545 0,6025 0,9167 0,5767 0,656 0,5758 0,7222 0,6109

l
0,825 0,825 0,9167 0,7927 0,673 0,6109 0,5387

16

0,59

l l
216

0,7114 0,825] 0,6851 0,9167 0,825]
0,521

0,2778 0,875] 0,6298

l
0,8512 0,7662 0,6706 0,5155 0,6134

3/4

0,825] 0,5455 0,6025 0,7709 0,2778 0,7114 0,6851 0,6444 0,6025

1
0,6025

0,559
0,7877

1
0,3975 0,657] 0,7601 0,9167 0,9125

3/6

0,7]l4 0,6444 0,7222 0,8473 0,2778 0,7]l4 0,5854 0,1749 0,8251 0,6298 0,8339 0,8339 0,692] 0,7877 0,l66]

l
0,166] 0,657] 0,6039

1 ,_,_._,__._._
0,6298 0,6706

l,39]7
0,5455 0,7709 0,5443 0,6]98 0,5455 0,6813

0,1661

1
0,5684

l
0,5844

l
0,9167

,_,_,__,_,_
0,6298 0,7275

0,825] 0,5844 0,6144J

IDjkVarDjk"

O,l2230,03]2

0,329] 0,0277

0,4465 0,0327

0,1287 0,0259

0,06
0,044]

0,4085 0,0469

0,4944 0,0412

0,1762 0,0356

0,4158 0,0272

0,6102 0,0087

0,3483 0,0241

0,32]
0,0749

0,5959
0,038

0,4105 0,0654

0,1069 0,0529

Tabla21:ValoresdeidentidadentrepoblacionesparacadaIocusyvaloresdedistanciapromedioentrepoblaciones(ECJ1a)
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Tabla 22:Tabla de valores de heterocigosis interpoblacional promedio para cada
par de poblaciones
genética entre poblaciones (sobre la diagonal).

(debajo de la diagonal) y valores de distancia

7 RACO FAMAILLA ESCOBAR l. MASCH. T. VIEJO H. MOLLE

h RACO y - 0,1223 0,3291 0,4465 0,1287 0,0600
FAMAILLA 0,004 - 0,4085 0,4944 0,l 762 0,4l 58

»ESCOBAR 0,036 0,058 - 0,6102 0,3483 0,3210
l. MASCH. 0,051 0,050 0,074 - 0,5959 0,4105

* , T. VIEJO 0,022 0,050 0,049 -0,080 - 0,1069
7 . H. MOLLE 0,028 0,020 0,098 0,064 0,0546 ­

Figura 8: Fenogramas realizados utilizando a) las identidades
geneticas de Nei (1977) estimadas mediante los metodos
descriptos por Nei (1987), con el programa GENIND (Vilardi
1993).incluyendo todas las poblaciones. b) los datos de similitud

e interpoblacional obtenidos con marcadores RAPDmediante el
método UPGMA.

A Fenograma Representativo de las Distancias entre Poblaciones de

Dichroplus elongatus
7 Basado en Datos Alozímicos. Método UPGMA

o 0.001 0.002 0.003 0.004

RA

HM álTl

TV

FA33——
IM

y ES

0 0.001 0.002 0.003 0.004
Distancias de Nel
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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

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

¡fly Distancias de Lynch y Milligan

c) Comparaciónw de """""ía¿urtaaos obtenidos mediante
isoenzimas y RAPD

EIhallazgo de concordancia entre las distancias genéticas y

geográficas no es consistente con los resultados obtenidos mediante

estudios alozímicos (donde no se correspondían ambas distancias).

Las matrices de distancias obtenidas a partir de datos

¡soenzimóticos y de fragmentos amplificados al azar no se

corresponden, como se esperaría de dos marcadores neutros.

Concordantemente el valor de correlación entre matrices de

distancias obtenidas mediante isoenzimasy Rapds realizado mediante

el Test de Mante! (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

geográficas. Las poblaciones de Buenos Aires, sin embargo se

diferencian marcadamente entre si.



II- Estudios entre especies

a) Identificación de los caracteres

Se obtuvo un total de 58 fragmentos de restricción (bandas) en

las siete especies analizadas. Esta bandas son el producto de Ia

digestión con nueve enzimas de restricción: Hae III,Hínd III,Psf I, Eco

RI,Bam HI,Xbal, Scal, Hhal y A/ul (Figuras 8, 9, iO, ii y 12).

No se encontró variación ¡ntraespecífica para los patrones de

restricción de las enzimas analizadas. Dos de las especies en estudio

(S. lemn/Zsca/ay D. e/onga/us) presentaron dificultades en la digestión

con Ia enzima Hae III,Ia cual determina doce caracteres (bandas).

Lasbandas son identificadas por Ia enzima que generó el fragmento

seguida por un número 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.



Especle

HaeHl

¡“ndHI

fPag-4

EcoRl
flag

Hhal flag

Alu! frag.

'Dlebnganm
B.puncfldenm

D.bagfi
D.WMflus

DJwHMWas
Elpaüuab

S.kvnnbcana

382 103 475 291 261

0

111 55
11.1 5.5 193 835 934

89
324 254

356 275 442 275 442 275 356 275 239 453 215

2

3.92W 817 892 817 892 817 817 892 817 892 817

824 735 824 135 824 735 824 824 135 824 135 712 893

95
619

95
619

95
619

95
619

95
619

95
619 166 538

632 321 820 125 532 321 321 542 LOS 820 125 542 1032
125

3213

424 321 126 321 126 836 321 126 424 321 126 424 321 126 117 836

958 511 123 255 870

Tabla23:ldenlificocióndelosbond0s_obtenidosluegodelodigestiónconnueveenzimasdiferentes.SeÍndico

elnumerodebandosporespecueysupesomolecularenkb(Kiloboses).
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Tabla 24: Tabla de identificación de codo fragmento de restricción
como caracter poro ser utilizadoen lo motriz.

Enzima
Bam HI Alu l Xba l Sea l

Frag(Kb) Car. gFrag(Kb) Car. Frag(Kb) Car. ÉFrag(Kb) Car. 7'
9.467 BamHI1 11.4 AluI1 11.678 Xbal1 12.882 Scal1

7.657 BamHI2’j 10.5 Alul2 8.357 Xbal2__ 9.58 Scalz

6.193 BamHI3 1o Alul3 4.235 5 Scal3
5.376 BamHI4 9.2 AIuI4 3.214 Xbal4; 2.55 Scal4

8.5 Alul5 1.258 Xbals‘ 2.526 Scals

8.1 Alu|6 1 ScalS

7.6 Alu I 7

6.5 Alu | a

Enzlma
Haelll Hindlll Eco RI Hha l Pstl

.Frag(Kb) Car. Frag(kb) Car. Frag(Kb) Car. Frag(Kb) Car ‘3Frag(Kb) Car. ,
15,798 Hoelll 1 l ¡,06! Hindlll 1 8,184 Eco RI l 8,92 Hha I l 8,242 Pst I l

¡1.383 Hoelll 2 ¡0,239 Hindlll 2 4,633 Eco RI2 ¿ 8,167 Hha I 2 7,349 Pst I 2

¿,94 Hoelll 3 9,343 Hindlll 3 4,419 Eco Rl3 7,12 Pst I 3

5,017 Hoelll 4 8,904 Hindlll 4 3,333 Eco RI4 6,93 Pst I 4

4,75 Hoelll 5 6,353 Hindlll 5 3,655 Eco RI5

4,I44 Hoelll 6 5,498 Hindlll 6 2,75 Eco RIó

3,423 Hoelll 7 3,235 Hindlll 7 2,385 Eco RI7

3,069 Hoelll a 2,542 Hindlll e ¡,632 Eco RI8

2,905 Hoelll 9

2,093 Hoelll IO

¡,428 Hoelll l l

1,029 Haelll 12
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Figura 9: Fotografia del southern blofl de especies del género
D/chrop/us y de Sco/ussa lemnl'scafa (ouigroup) digeridas con
Hindllljunio con el marcador de PM, lambda digerído con la
misma enzima, utilizando como sonda el ADNmi de Ca/edía
capi/"vay la interpretación del patrón de bandas ob'renido.

Referencias: l: plósmido pCci i (contiene fragmento de 3kb)
2 y 3 : Scofussa /emn¡scafa;4 y 5 : D. pafrue/ís,’ ó y 7 : D. prafensis: 8 y 9 :
D. War/¿15,10y Ii: D. bag/7712: D.punC/u/a/usy 13: D. e/ongafus.

Hindi“
“8 9_H1o 11 12 13_
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Figura 10: Fotografía del southern blot’r de especies del género
Díchrop/us y de Scofussa lemnl'scafa (oufgroup) digeridos con
Haelll junto con el marcador de PM, Iombdo digerido con
Hindlll,utilizando como sonda el ADNmrde Caledía capfívay lo
interpretación del patrón de bandos ob’renido.

Referencias] 6 : pruebas con otros especies; 7:Scofussa/emníscofa
8: D. ¡Jaime/¡5:92 D. prafensís,‘ 10: D. vífaf/us,‘ 1l: D. berg/Z'
12: D.puanu/afus; 13: D. e/ongafus.

Haelll
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Figura 11: Fotografía del southern blof’r de especies del género
Díchrop/us y de Scofussa lemn/Lsca/a (ou’rgroup) digeridas con
Sca Ijun’rocon el marcador de PM,Iambdo digerido con Hindlll,
utilizando como sonda el ADNm’rde Caled/a cap/¡va y la
interpretación del patrón de bandas obtenido.

Referencias: SL: Seo/0550 lemníscafo: po: Díchrop/us pafrue/Ilsx,pr:
D. profe/7513;wi:D. vi/af/us; be: D. bergíli' pu: Baeacn's
punch/afus; .
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Figura 12: Fotografía del southern blofl de especies del género
Díchrop/us y de Sao/usa lemnllscafa (ou’rgroup)dígeridas con
Alu Ijun’rocon el marcador de PM,lambda digerído con Híndlll,
utilizando como sonda el ADNmf de Ca/eo'ía capfíva y la
interpretación del patrón de bandas obtenido.

Referencias: SL:Scofussa lemniscafo: pa: Díchrop/uspafrue/ís;, pr:
D. pra/anys; VIZ:D. vífaffus; be: D. bergi/J' pu: Baeacn’s
puncfu/afus; .

Alu |

be pr Lpa vi _pu Álsn
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Figura 13: Fotografía del southern blofi de especies del género
D/chrop/us y de Scofussa lemnisca/a (outgroup) dígeridos con
Xba 1 jun’ro con el marcador de PM, lombdc digerído con
Híndlll,utilizando como sonda el ADNm’rde Caled/a capfívay lo
interpre'rocíóndel patrón de bandos obtenido.

Referencias: 1- ó : pruebas con o’rro especie. 7: D. e/ongafus; 8:
Baeacn's punch/afus; 9: D. bergíl) 10: D. v/faffus; HzD. profensis; 12:
Díchrop/us pofrue/Ils; ,13: Sco fussa lemnl'scaI‘o:

Xba l

K_1h 5 .._.9,-__7__.8.. 9-19 11.12 13 f
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b) Algoritmo de Wagner

Este algorimo exacto se aplica mediante Ia opción "ie" (implicit

enumeration) del programa HennigBóy a diferencia del algoritmo de

Dollono tiene ninguna restricción respecto del tipo de cambios que

puedan sufrirloscaracteres.

b.1-cladogramas fundamentales

Se obtuvieron dos cladogramas fundamentales mós

parsimoniosos, de 76 cambios de longitud. El índice de consistencia

del 77%obtenido da una idea de Ia confiabilidad del cladograma

relacionada con su longitud, expresada en función de los cambios

esperados con respecto a los observados. Elíndice de retención del

52%evalua el porcentaje de homoplasias (paralelismos y reversiones)

que ocurren en esos cladogramas con respecto a la peor situación

posible (en Ia que todos los cambios serían homoplósicos)

En las figuras 14 b y c se puede observar que ambos

cladogramas presentan una tricotomía basal que involucra a 5.

lemnl'scafa (especie utilizada como grupo externo); a D. e/onga/usy

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 Ia

formación de grupos (ver fíg. 14 a). Loscaracteres número 31 y 51 son

sinapomorfias del género (novedades evolutivas del género

incluyendo a B. puanU/afus) y los número 18, 20, 33, 47 y 50 son

también sinapomorfias del género pero esta vez indicando pérdida

del caracter (en el caso de fragmentos de restricción Ia pérdida

puede indicar el surgimiento de un nuevo sitio de restricción dentro

del fragmento que causa la "desaparición" de ese fragmento de un

tamaño determinado y a su vez puede determinar la pérdida real de

un sitio).Seis caracteres (números 32, 35 y 37 - de 0 a i- y números 34,

36 y 38 - de i a 0) originan el grupo monotilético que involucra a todas

las especies excepto a D. e/onga/us. Dos sinapomorfias originan la

separación de D.v/faffus(esto es común a ambos cladogramas).

Apartir de esta ramificación se obtienen dos posibles órboles de

igual longitud que muestran a D. pam/elis, D. pra/ensís, D. berg/ïy B.

puncfu/a/us relacionadas de diferente forma, en un caso B.

punC/u/a/us es especie hermana de D. berg/ï (Fig 14 b) y en el otro

caso lo es de D.pafrue/¿s (Fig. i4c)
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b.2-cladograma de consenso estricto

EIprograma Hennigaó sólo calcula el arbol de consenso estricto

incluyendo los grupos que se encuentran en todos los cladogramas

fundamentales (opción Nelsen). Ennuestro caso, como se desprende

de la descripción anterior, este arbol consta de una tricotomía basal

que incluye al grupo externo, a D. e/ongafus y a un grupo

monofilético del que se desprende primero D.vita/faspara terminar en

una policotomía sin resolver que incluye a las restantes cuatro

especies entre las que se encuentra B.punc/u/a/us. (Figl4d)

b.3- otros grupos externos ensayados

Siguiendo Ia metodología utilizada por Lanterí (i992) se utilizó

una especie no descripto como grupo externo con ausencia de todos

los caracteres (todos 0). Estose hizo con el objeto de reemplazar a 5.

/emn¡5cafa que tiene un número considerable de datos faltantes ya

que no resolvió para una de las enzimas ensayadas (Hind III).Se

realizaron dos ensayos diferentes, reemplazando al grupo externo (Fig.

l4 e y f) e incluyéndolo en el grupo de especies en estudio (Fig14g).

Enel primer caso se obtienen dos cladogramas fundamentales

de longitud 69 con un índice de consistencia del 75%y un índice de
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retención del 50%.Ambos comparten una estructura similara Ia de los

tres cladogramas anteriores con una tricotomía basal que incluye al

grupo externo y alternativamente a D. e/onga/us (Fig l4e) y a D.

v/faffus (Fig l4f) y un grupo monotilético que incluye al resto de las

especies. En el primer cladograma D. pa/rue/¡s queda como especie

hermana de B.puncfu/afusy en el segundo lo es de D.e/ongafus

AI realizar el consenso estricto entre los dos cladoggramas se

obtiene un cladograma que no resuelve Ia policotimia que incluye a

todas las especies.

Cuando incluimosa 5. lemníscafa dentro del grupo interno se

obtiene un Único cladograma de caracteristicas muy diferentes (Fig

l4g) y con una longitud mucho mayor, de 82 cambios y con un indice

de consistencia del 69%y un índice de retención del 45%.A partir de

una tricotomía basal que involucra al grupo externo y a D. v/fah‘usse

obtienen dos grupos monotiléticos: uno involucra a D. berg/ï y B.

puncfu/afus como especies hermanas unidas a D. prafensís y otro en

el que las especies hermanas son 5. /emn¡scafa (el grupo externo) y D.

e/ongafus. La formación de este Últimogrupo no es sorprendente ya

que D. e/ogafus en todos los cladogramas anteriores mostraba pocos

caracteres que Ia diferenciaran del outgroup.
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Fig. 14 a : Ciadograma fundamental obtenido mediante el Algoritmo
de Wagner indicando los camdios que originan cada nodo (o grupo).
Verde = sinapomorfías, rojo = homopiasias (reversiones o paralelismos)
y azul = auioapomorfías)

S.Iemnlscata

H D.elongaius

¿“lingufini ' D.vlfafius

“:6::¿2:“:“:a D.p0ÏfU9ÍÍS

¿sisi zwowuaum D.prafensís

¿Más B.puncïulafus
Q..­ d..­0 -'_...

0 D.bergii
5 9 2‘23284043495226 27
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Fig. 14 b y c: Cladogramas fundamentales obtenidos mediante el
Algoritmode Wagner u'rilizandoa S. lemn/scafa como outgroup.

S.Iemnlscafa

D.e!ongarus

D.VITCH'US

D.pafruells
D.prafensls
B.puncfularus

D.bergii

S.Iemnlscafa

D.elongafus
D.vitafius
D.prafensls

D.bergll
B.puncfulafus

D.pafruells
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Fig 14d : Cladograma de consenso estricto para losdos cladogramas
fundamentales obtenidos mediante el algoritmo de Wagner utilizando
a S. lemn/Scafa como grupo externo.

S.Iemnlscafa

D.elongatus
D.vltattus
D.prarensls
D.bergll
B.punotulatus

D.patruells
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Fig 14 e y f : Cladogromes fundamentales obienídos mediante el
algoritmo de Wagner utilizando el grupo externo artificial.

Outgroup
D.vlfaflus

D.prarensls
D.bergll
B.puncrulafus
D.elongafus

D.pafruells

Ou’rgroup

D.elongm‘us

D.vltafius ‘

D.prcn‘ensls

D.bergll
B.puncrulafus

D.pafruells
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Fig 14 g: Cladograma fundamenta obtenido mediante el algoritmo
de. Wagner utilizando el grupo externo artificial e incluyendo a S.
/emn/'scafa en el grupo interno.

Outgroup
D.vltattus

. r IIl______D be g
L—B.punotulatus

D.pratensls
D.patruells

S.Iemnlscata

D.elongatus
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c) Algoritmo de Dollo

Se aplica este algoritmo cuya característica es que no permite

las ganancias convergentes ni las reversiones a l (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

restricción.

c.1-cladogramas fundamentales

AIutilizareste algoritmo que funciona con mayores restricciones,

S. /emn¡5caffa se situa naturalmente como grupo externo

obteniéndose dos cladogramas fundamentales (Fig 15 a y b) (este

programa no calcula índices). Enambos cladogramas D. v/fa/fus es la

especie que como gupo monofilético se desprende del grupo

externo y luego Io hacen D. paraje/¡5. D. pra/ensís, D. berg/Z D.

e/ongafus y B. punC/u/a/us 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. puncfu/a/us y D.
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e/ongafus) formon también un grupo monofilético de especies

hermanos (Fig.15b).

c.2 - clodogromo de consenso estricto y de moyorio

AIconstruir el clodogromo de consenso (programa consense)

tomando o S. /emn/'scafa como grupo externo observamos que,

concordontemente o Io descripto anteriormente, B. punc/u/afus

quedo unido ol grupo de especies hemnonos formodo por D. berg/ïy

D. profensís. (Fig 15c).

c.3 - otros grupos externos ensoyodos

Se utilizoB.punc/u/a/us como grupo externo o "outgroup" con

el objeto de evoluor lo localización del grupo externo noturol con

respecto o los otros especies en estudio. Se obtuvo un clodogromo

que muestro que D. e/onga/us se seporo primero del grupo externo y

do origen o un grupo monofilético que luego do origen o otros dos

grupos monofiléticos. Uno de los grupos tiene o D. w'faf/usunido como

especie hermono ol "outgroup noturol" que serio 5. lemn/Zsca/r‘ay o D

paraje/¡5. EIotro grupo monofilético está compuesto por D. pra/ens/Zsy

D. berg/¡como especies hermanos (Fig15d)
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Fig. 15 a y b: Cladogramas fundamentales obtenidos al aplicar el
Algoritmo de Dallo.

S.Iemniscafa
D.vlfafius
D.pafruelis

‘— D.prafensls
__ D.bergll

—[: B.puncrulafus
D.elongarus

D.elongafus_-E
D.prafensls
B.puncfulafus
D.pafruells
D.vlfafius
SJemn/soafa
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Fig 15 c: Cladograma de consenso estricto y de mayoria obtenido a
partir de los cladogramas fundamentales obtenidos al aplicar el
algoritmo de Dollo.

D.elongarus

—E D.bergllD.prarensls
B.punofulcrus
D.parruells
D.vlfafius
S.Iemnlscafa

Fig. 15 d: Cladograma de consenso obtenido utilizando a B.
puncfu/afus como grupo exlerno al aplicar el algoritmo de Dollo.

D.elongafus
S.Iemnlscafa
D.vl7‘afius

D.parruells

l: D.prafenslsD.bergii
B.puncrularus
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l - Análisis microevolutivo: patrones de variación

entre poblaciones de Dichroplus elongatus

Elpotencial de las isoenzimas como marcadores genéticos no

fue inmediatamente predicho cuando la variabilidad isoenzimótica

fue inicialmente descripta (Hunter y Markert, i957; Markert y Maller,

i959). La elevada incidencia de polimorfismosalozímicos fue bastante

desconcertante. La teoría clasica había predicho que las formas mas

"eficientes" de una enzima, llegarían a través del tiempo a ser

predominantes en las poblaciones, con ocasionales alelos raros

producidos por mutación. EIdescubrimiento en muchas poblaciones

de altos niveles de polimorfomismos en Ioci isoenzimóticos, forzó a una

reconstrucción de la teoría evolutiva (Kimura y Crow, 1964; Kimura,

¡983).

Elrol de la selección y Ia mutación continúa siendo debatido,

pero tales desacuerdos no han impedido el uso de estas variantes

genéticas en muchas aplicaciones. Ellas fueron aplicadas en

numerosos estudios sitemóticos, de evaluación de Ia variabilidad y de

mejoramiento. Agunos ejemplos son Ia aplicación a estudios

sistemóticos en invertebrados (Nair ef a/., i971; Ayala, 1974; Ayala ef

a/., i974), en estimaciones de Ia pérdida de variabilidad en especies

en cautiverio (Wayne el a/., l986), en estudios de patrones de
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diferenciación genética entre especies de insectos parásitos de

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

a) estructuración poblacional

Los estudios electroforéticos realizados en las poblaciones de

Díchrop/us e/ongafus aquí presentadas muestran un exeso de

homocigotas como una característica general. Variascausas pueden

ser invocadas para explicar esta desviación de las proporciones

esperadas por la Ley de Hardy-Weinberg. l) Selección en contra de

los heterocigotas, 2) Apareamiento preferencial, 3) Heterocigotas

para alelos nuloserróneamente considerados homocigotas activos, 4)

Anólisisde muestras mezcladas con individuos provenientes de dos o

mas subpoblaciones que difieren en frecuencias alélicas (Efecto

Wahlund).

Con respecto a la primera opción, la selección en contra de los

heterocigotas en general da origen a condiciones politípicas y no

polimórficas (Vilardi, i986). Que Ia desviación de las proporciones

esperadas se encuentre en los siete Ioci polimórficas y sea significativa

en seis de ellos descarta las opciones dos y tres y apoya la Última.La

subdivisiónpoblacional puede deberse a una vagilidad limitada, tal

vez determinada por factores comportamentales ya que no se
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encontraron barreras efectivas dentro de las localidades

muestreadas. Sinembargo, como propone Gill (i981) para especies

de saltamontes, esta estructuración puede surgirdebido a cambios

sutilesen la vegetación, por ejemplo un pequeño matorral puede ser

suficiente para aislardos demos.

En una de las poblaciones de la Provincia de Buenos Aires (ES)

se encontraron diferencias significativasentre las frecuencias alélicas

de machos y hembras para uno de losloci (th-l). Unicamente sieste

patrón se repitiera en otras poblaciones podría ser atribuido a

presiones selectivas diferenciales entre los sexos que a su vez se

podrían explicar por las diferentes exigencias de movilidad debido a

las estrategias de cortejo. th es una enzima de gran importancia ya

que cataliza reacciones relacionadas con la producción de acido

pirúvico y con el movimiento muscular. Asimismoel hecho de haberlo

encontrado sólo en dos de las siete poblaciones analizadas puede

indicar que estas conclusiones serían apresuradas, debiéndose las

diferencias a errores estadísticos.

c) distancias genéticas

Las distancias genéticas de Nei oscilaron alrededor de los

valores esperados para poblaciones locales, sin embargo deben ser



¡53

consideradas significativassi se tienen en cuenta las estimaciones de

Fst para tres Ioci: para Aati y Pepi - en concordancia con lo

esperado para Ioci que responden a una distribución clinal (Singh y

Rhonberg, 1987) -, y para Est-3. Estos tres Ioci son entonces los que

aportan mas a la diferenciación entre poblaciones y por ende al

fenograma. Lasrelaciones observados en el analisisde agrupamiento

no pueden ser explicadas por las distancias geográficas siendo la

mayor discordancia la unión de IMy FAsituados a mós de 1000 km. de

distancia (Fig ó). Al eliminar IM del anólisis el fenograma resultante

concuerda en forma global con las distancias geográficas. La similitud

genética entre IM y FA puede deberse a que ambas tienen

frecuencias similares para los Ioci de mós peso al evaluar la

diferenciación entre poblaciones (Pep-l y Est-3).

c) la variación clinal y sus posibles implicancias adaptativas.

La variación clinal ha sido ampliamente estudiada debido a

que es una herramienta Útilpara analizar procesos de adaptación y

flujo génico en poblaciones espacialmente estructuradas (Endler,

1973; May ef a/., 1975; Barton y Hewitt, 1981). Muchos ejemplos

demuestran asociaciones entre atributos fenotípicos o genotípicos de

una población y algunos aspectos del ambiente físico(Hedrickef a/.,
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i976; Hedrik, i986; McDonald, 1983; Anderson ef a/., i987; Shaw el

a/., 1988;Confalonieri y Colombo, 1989, 1994).

En las poblaciones de Díchrop/use/ongafus aquí analizadas se

verificó una clina latitudinal para el locus Aat-i, siendo el primer

ejemplo de distribución clinal alozimica en saltamontes. Este patrón

de variación puede ser consecuencia de presiones selectivas

diferenciales actuando sobre este Iocus o sobre Ioci en desequilibrio

de Iigamiento, siendo el agente selectivo alguna variable ambiental

asociada con la latitud.

Losestimadores Nm calculados pueden ser interpretados como

un alto flujogénico entre las poblaciones. Sin embargo Ia existencia

de barreras ecológicas y geográficas entre las poblaciones y Ia

agrupación de las poblaciones en los fenogramas hacen que la

migración no sea Ia explicación mós probable para las similitudes

encontradas. Esto nos sugiriere que las frecuencias alélicas serían

mantenidas dentro de un ajustado rango por presiones selectivas,

dando incluso en un caso una distribución clinal de frecuencias (AAT).

La enzima aspartato amino transferasa (AAT) cataliza la

conversión reversible de aspartato y a-ketoglutarato a oxalacetato y

glutamato usando como coenzima al píridoxaI-5fosfato. Fleischer et

al. (1960)descubrieron dos formas distintivasde la enzima en músculos

de corazón de mamíferos. Luego, varios investigadores (J.W.Boyd ef
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a/., 196])han demostrado que una forma de la enzima esta presente

en la fracción soluble de la célula y que la otra esta asociada con la

mitocondria. Ambas formas han sido purificadas en una variedad de

tejidos de mamíferos (J.W. Boyd ef a/., 1964) y las dos formas de AAT

son, de hecho dos enzimas diferentes. Difierenen su comportamiento

electroforético y cromatogrófico, curvas de actividad, peso molecular

y propiedades inmunológicas (Martinez-Carrion y Tiemeier, 1967). El

patrón usual en humanos consiste en una banda anódica mayor y

dos bandas menores que representan la forma soluble de la enzima, y

una gran banda catódica 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. e/ongo/us y su ubicación catódica (Fig.2)

sugeriría que las bandas corresponden a Ia forma mitocondrial de la

enzima. Esta se encontraría en mayor concentración que Ia forma

solubleen 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 volvió a verificar la variación

direccional de las frecuencias alélicas (clinas) con la latitud para

Aat-l, agregando poblaciones en los extremos del gradiente

estudiado: FA (Famailló) en Tucuman y ES (Escobar) en Buenos Aires

(Fig.l).Lasfrecuencias alélicas de Aat-l se asocian también en forma
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significativacon la temperatura mínima (TMin),identificando así a esta

variable climótica como la responsable del patrón clinal. En este

caso no es sorprendente que la variable climótica de mas peso sea la

temperatura mínima ya que Delonga/us a pesar de tener una

distribuciónmuy amplia, es susceptible a las bajas temperaturas siendo

la temperatura ideal para su reproducción 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 teleósteo Funda/us heferoc/¡fus se encontraron

diferencias en la estabilidad térmica y/o la cinética de estado estable

entre las variantes alélicas del locus Aat-l (forma citoplasmótica) y se

estimó el "fitness"(aptitud) diferencial de cada una de las variantes

(Powers ef a/., 1993).

Hay dos hipótesis evolutivas para justificar la existencia de

variación clinal en las frecuencias alélicas. La correlación de

frecuencias alélicas es una de las formas mas comunes en que se

evidencia la selección natural sobre loci alozimicos (Endler, l977). Sin

embargo, la dispersióna Io largo de un gradiente ambiental podria

también ser la causa de estos patrones de variación (Wysmann y

Cavalli-Sforza, 1984). De hecho, una asociación aparente de

frecuencias alélicas con una Únicavariable ambiental, como ser una
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clina Iatitudinal correlacionada con la temperatura puede resultar

también de procesos combinados de migración y deriva genética.

Ejemplos de patrones repetidos clinales incluyen a seis loci

enzimóticos en Drosoph/la melanogasfer, en los que se encuentran

clinas de frecuencias alélicas en tres continentes (Oakeshott ef a/.,

1981, i982, i983, i984). También hay clinas Iotitudinoles en dos areas

para seis loci en el pez teleosteo Funda/us heteroc/¡fus (Powers ef a/.,

i986). En el saltamontes ¡”Mero/ropas pal/¡d/pennis se observaron

patrones similaresa lo largo de diferentes gradientes altitudinales para

polimorfismos de inversión (Confalonieri er a/., i994), asi como una

clina latitudinal para dos loci de esterasas que se encontrarían

presumiblemente en equilibrio de Iigamiento con algunas de estas

inversiones (Matrajt ef a/., 1996).La variable ambiental responsable de

Ia variación cIinaI de las frecuencias de Pep-i" y Act-12°serían Ia

temperatura móxima absoluta y la temperatura mínima media

respectivamente. La diferenciación entre poblaciones medida

mediante los valores de Fstpara estos dos loci son consistentemente

significativascomo se observa para loci que muestran una distribución

clinaI en Drosophí/a me/anogasfer (Singhy Rhomberg, i987).

Haycuatro lineas de evidencia que sugieren causas alternativas

aI "contacto secundario" (interacción entre deriva y migración) para

explicar lospatrones de variación direccional encontrados para Aat-i
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y Pep-l en Díchrop/us e/ongafus. En primer lugar, sise encuentran ejes

concordantes para diferentes loci (es decir que las frecuencias

alélicas para diferentes loci varían en una misma dirección con

respecto a una única variable como en Quercus pe/raea (Zanetto y

Kremer, 1995)),el flujo génico en gran escala podría ser responsable

de la variación clinal de las frecuecias alélicas. Por otro lado, si se

encuentran diferentes variables en asociación con distintos loci

entonces se debe invocar a la selección (Barbujani,¡988).

Nuestrosresultados apoyarían la hipótesis selectiva ya que Aat-l

y Pep-l estón correlacionados con diferentes variables (Lat, Long,

T.Min y T.Max: T.Max.Abs y T.Min.Abs respectivamente) sin mostrar

ninguna correlación 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

Io esperado considerando las distancias geogróficas;

concordantemente, ambas matrices no muestran correspondencia.

En tercer lugar, el flujogénico estimado sería lo suficientemente

elevado como para enmascarar las diferencias en las frecuencias

alélicas siestas fueran originadas solamente por deriva genética.

Por último, el patron de variación encontrado se mantiene

incluso al incluirpoblaciones muestreadas en distintos años (Tabla l).
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Estosugiere que de alguna manera la variación clinal encontrada es

estable en el tiempo. Ungradiente temporalmente estable debe ser

mantenido por algún tipo de selección, de lo contrario el gradiente

ya habría desaparecría.

De esta manera, los resultados obtenidos sugieren la existencia

de un probable efecto adaptativo de algunos loci alozímicos, que

estaría determinado en Última instancia por variables ambientales

relacionadas con la latitud.

d) comparación de estimaciones de variabilidad medida a

través de diferentes técnicas

En Drosophí/a me/anogasfer (Begun y Aquadro, 1993) y en

Cerati/¡5 cap/'fa/a (Baruti ef a/., 1995) se encontró mayor variación a

nivel del ADNutilizando secuencias no-codificantes que Ia que había

sido detectada en estudios alozímicos. Contrariamente, en otras

especies de ortópteros como fn’merofrop/‘spal/¡d/pen/s se encontraron

niveles de variación similar para ambos marcadores (RAPDs e

isoenzimas) (Confalonieri y Remis, enviado).

Apartirde losdatos de variabilidad resultante se desprende que

la variabilidad obtenida mediante isoenzimas no difiere de la

obtenida mediante RAPDspara Dichrop/use/ongafus.
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En muchos casos donde se clonaron e identificaron productos

de amplificación mediante RAPD,se encontró que la mayoría de las

secuencias mas informativas para estudios pobacionales derivan de

secuencias repetitivas en el genoma (Kazan et al., 1992;Haymer y Mc.

lnnis, i994; Haymer, 1994). Si muchos de los productos de

identificación representan ADNrepetitivo deberíamos esperar niveles

mas altos de variabilidad con marcadores RAPD que con

isoenzimóticos. Siseguimos este razonamiento, no sería la semejanza o

diferencia entre Ios estimadores obtenidos por estos dos métodos un

indicador de la cantidad de ADNrepetitivo presente en un genoma

en particular?.

Otra posible explicación sería que los "primers" o cebadores

utilizados no amplifican regiones de ADNaltamente repetitivo y esto

podría contestarse Únicamente ensayando un mayor número de

cebadores, aunque Ia elección azarosa de las secuencias a

amplificarhace que esta explicación sea poco plausible.

El valor de Fst calculado mediante RAPD indicaría que Ia

diferenciación es moderada de acuerdo a Hartl (1980) (Fst= 0.145 ).

Este resultado no es sorprendente ya que en los estudios

isoenzimóticos se había demostrado la ocurrencia de flujo génico

significativoentre poblaciones. De todos modos, este valor de Fstes

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

0.0367 ).
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Los estimadores de Fst se basan en modelos evolutivos que

asumen migración y deriva genética de variantes alélicas neutras

entre demos igualmente accesibles (Nei, 1977; Nei y Cheeser, 1983;

Matrajt ef a/., 1995). El hecho que los RAPDs sean considerados

marcadores genéticos de relativa neutralidad fenotípica daría mas

exactitud a este estimador comparado con uno que surge del calculo

utilizando Ioci alozímicos que muestran alguna evidencia de no­

neutralídad. Mas aún, los RAPDspueden brindar un gran número de

marcadores, Ioque aseguraría también un mejor estimador.

Sinembargo, teniendo en cuenta Ia relación existente entre los

índices de fijación (Fisy Fst), [(l - Fit)= ( l - Fis) ( l - Fst)], cualquier valor

de Fis significativamente diferente de 0 resultara en una sobre o

subestimación de los valores de Fstcalculados mediante locí Rapds.

Ya que en D. e/ongafus los estudios isoenzímóticos revelaron un

exceso de homocigotas en la mayoría de los locí analizados

entonces, el valor de Fst basado en RAPDs podría ser una

sobreestimación del valor real. Esto explicaría la gran diferencia de

este valor cuando es comparado con el estimador que surge de

marcadores isoenzímóticos.

La falta de concordancia entre los fenogramas realizados a

partir de datos alozímicos y de RAPDpuede deberse nuevamente al

uso de Ioci con una posible función selectiva. EI hecho es que las
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distancias genéticas no se corresponden con las geográficas para

marcadores alozímicos. Esto reforzaría Ia noción de selectividad para

estos últimos y de neutralidad de los marcadores RAPD(que dan

como resultado distancias genéticas y geográficas concordantes).

A la luzde estos resultados que señalan a al menos algunos loci

alozímicos como de evidente efecto selectivo y a los Ioci RAPDcomo

de evidente comportamiento neutral, es recomendable tener

precaución en el uso de los estimadores de variabilidad intra e

¡nterpoblacional La utilizaciónconjunta de ambas técnicas sobre el

mismo grupo de poblaciones probó ser una herramíneta potente e

interesante para el analisis, brindando mas información que cada

técnica por separado.
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II - Análisis 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 Ia existencia de una

historia evolutiva definida por cambios en estas características. La

herencia estable de caracteristicas estó mediada por el genoma. Las

diferencias debidas a factores ambientales y epigenéticos no provee

información util y deben ser especialmente evitadas; todos los

caracteres de interésdeben estar determinadas genéticamente. Por

to tanto, los datos para inferencias filogenéticas reflejan en cierta

medida la informacion proveniente del genoma. Desde esta

perspectiva reduccionista, una historiaevolutiva completa es sinónimo

de un relato paso por paso de mutaciones fijadas en todos los Iinajes

genómicos de interés (Swoffordy Olsen, i990).

Como en cualquier otro nivel de comparación, el ideal es

encontrar caracteres que exhiban variación entre, pero no dentro de

los grupos (especies) bajo estudio. Mós aún, las diferencias entre

grupos no deben ser tan grandes como para que la existencia de

convergencias y paralelismos oscurezcan Ia verdadera filogenia. La

elección de la secuencia a analizar es crítica para obtener este tipo

de balance. Las secuencias con tasa de evolución rópida (alta) y



baja o moderada variación intraespecífica son las mas apropiadas

para analizar relaciones entre especies muy relacionadas, mientras

que aquéllas con tasa evolutivas mas bajas pueden proveer

caracteres Útilespara estudiar divergencias relativamente antiguas

(Dowlíng el a/., 1990).

Los estudios filogenéticos realizados utilizando técnicas

moleculares pueden ser útilespara contrastar hipótesisplanteadas a

partir de datos morfológicos del mismo grupo de especies. La

complementariedad existente entre estudios sistemáticos que utilizan

datos morfológicos y moleculares determina que los resultados

obtenidos trasciendan la utilidadde su estudio por separado (Gould ef

a/., 1974; Mickevich y Johnson, 1976; Nixon y Taylor, 1977; Miyamoto

1981; Shaklee y Tamaru, 1981; Best ef a/., l986.)

Uno de los temas que genera mas controversia al manejar

diferentes tipos de caracteres es sideben o no ser combinados en un

Único analisis. Kluge (1989) toma una posición a favor de la

combinación de caracteres al expresar que las clasificacionesdeben

basarse en "toda la evidencia". Bajo su punto de vista, la clasificación

ideal corresponde al arbol mas parsimonioso para un grupo de datos

que contenga caracteres obtenidos de todas las fuentes de

información disponibles. Miyamoto (1985)también argumentó que los

arboles mas parsimoniosospara caracteres combinados tienen mayor



165

poder explicativo y por lo que deben ser elegidos. A pesar de que

existen situaciones en que combinar grupos de datos puede ser útil,

Swoford (1991)encuentra razones de peso para analizar diferentes

grupos de datos también en forma separada.

En estudios de sistemática molecular, al igual que en cualquier

estudio sistemótico, Ia elección y peso de los caracteres a utilizares

tan determinante del resultado final como la elección del método

analítico.

La elección de la molécula de ADNmitocondrial como blanco

del analisisse debe a su rapida evolución, Io que Ia convierte en una

herramienta útilpara estudiar Ia filogenia de poblaciones dentro de

una misma especie así como para recuperar filogenias de complejos

de especies muy relacionadas (Brown y Wright, 1979; Templeton.

1983). La aplicación del analisis del polímorfismo para el largo de los

fragmentos de restricción (RFLP)en ADNmitocondrial para el estudio

de especies cogenéricas fue ampliamente revisado (Brown, 1983;

Avise y Lansman, 1983; Wilson ef a/., 1985; Birley y Coft, 1986: Avise.

1986; Moritzef a/., 1987). En general este enfoque probó ser útil para

resolverrelaciones entre especies muy relacionadas.

El analisis filogenético de los sitios de restricción de ADNmt ha

servido incluso para identificar a la especie que actuó como madre
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de otra especie híbrida partenogenética (Brown y Wright 1979;

revisado en Moritz ef a/., 1989).

El objetivo general de estudios que utilizan RFLPses obtener

datos inequívocos sobre la ganancia y pérdida de sitiosde restricción.

Esta información puede ser utilizada para caracterizar al ADN

(cambios en el largo, rearreglos, etc.), y provee una introspeccíón en

los procesos evolutivos a nivel de poblaciones y especies o para

formular hipótesisde relaciones filogenéticas.

Hay dos formas fundamentales de encarar el analisis de RFLPs:

comparar fragmentos o comparar sitios de restricción. La

comparación de fragmentos debe sin embargo ser utilizada sólo en

casos de especies muy relacionadas (ej:cogenéricas) ya que ambas

proveen evidencia indirecta de la secuencia a analizar.

Del analisis de los polimorfismos para fragmentos de restricción

obtenidos en el estudio del género Díchrop/us mediante la

construcción de cladogramas con el Algoritmo de Wagner se

desprende que S. lemnIZscaf/ase dispone naturalmente como grupo

externo, tal como se esperaba de acuerdo con los datos

morfológicos. B.puncfu/afus queda en posiciones que indicarían una

divergencia muy reciente de D. bergííen lugar de quedar aislada, o

cercana al grupo externo. Esto se contrapone en parte a recientes

revisiones morfológicas donde ha sido transferida al nuevo género
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Baeacn's. D. ví/ah‘us y D. pra/ens/s (que pertenecen aI grupo

maculipennis)no se agrupan como especies hermanas, pero quedan

muy cercanas en todos losarboles .

D.berg/'/'que esperaríamos quedara localizada cerca de

5./emn¡5ca/fa ya que comparte caracteres morfológicos con esta

(Ciglianocompers.) queda localizada como especie hermana o de

divergencia muy reciente de B.punch/a/us en todos losarboles.

EI 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: 5. /emn¡5cafa.

Al aplicar en estos mismos datos el Algoritmo de DoIIo

nuevamente observamos que los datos moleculares compilados en

este estudio no se corresponden con la clasificación taxonómica a

partir de estudios morfológicos.

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 morfológicos, secuencia de

genes nucleares y evidencia indirecta de la secuencia del ADN

mitocondrial mediante RFLP),construyendo matrices que incluyan

todos los caracteres. Ia importancia de incluir datos de distintas

fuentes radica principalmente en que si bien los datos moleculares

superan en número a los morfológicos generalmente son muy



uniformes, dando como resultado pocos arboles. Se aplicaría

entonces Ia combinación de caracteres, descartando la partición,ya

que estudios que combinen ambos enfoques pueden maximizarla

cantidad y utilidad de Ia información y darnos una visión mas

comprensible de Ia evolución de los organismos.

. MW
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