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ESTUDIOS FILOGENETICOS Y FILOGEOGRAFICOS EN GORGOJOS DE
IMPORTANCIA AGRONOMICA.

RESUMEN

En este trabajo de tesis se presenta un estudio a nivel interespecifico y otro a
nivel intraespecifico, en dos grupos de gorgojos perjudiciales para la agricultura en
Argentina y América; analizando, en ambos casos, la variabilidad a nivel de secuencias
de ADN mitocondrial desde una perspectiva filogenética.

En el primer caso, se realiz6 un estudio filogenético en el complejo de especies
Pantomorus—Naupactus. Los resultados mostraron que las especies sudamericanas
asignadas a Pantomorus constituyen un grupo polifilético basado en caracteres
morfolégicos convergentes, como la reduccion de los hombros y alas metatoracicas.
Otros géneros del complejo como Aramigus, Asynonychus, FEurymetopus 'y
Graphognathus serian linajes monofiléticos que han acumulado una gran cantidad de
autapomorfias, y se han diferenciado a partir del grupo parafilético Naupactus.

En el segundo caso, se llevd a cabo un estudio filogeografico, a nivel
poblacional, en la especie Anthonomus grandis, conocida como “picudo del
algodonero”, a fin de establecer el origen de las poblaciones sudamericanas de la plaga.
Se demostr6 que las muestras de picudos procedentes de areas algodoneras de
Argentina y Paraguay presentan baja o nula variabilidad de haplotipos mitocondriales.
Por el contrario, las muestras del Parque Nacional Iguazli, una zona de vegetacion
nativa protegida, y de México, considerado pais de origen de la especie, presentaron
caracteristicas tipicas de poblaciones ancestrales, como alta variabilidad vy
diferenciacion genética de haplotipos. Estos resultados, analizados a la luz de
evidencias biogeograficas, permitieron proponer que la especie habria estado
ampliamente distribuida en el continente Americano probablemente desde el Plio-
Pleistoceno, y que su asociacion con algunas especies de malvaceas de los géneros
Gossypium y Cienfuegosia seria probablemente muy antigua.

Palabras claves: Complejo Pantomorus—Naupactus, filogenia, Anthonomus grandis,

filogeografia, ADNmitocondrial.



PHYLOGENETIC AND PHYLOGEOGRAPHIC STUDIES ON WEEVILS OF
AGRONOMIC IMPORTANCE.

ABSTRACT

This research deals with inter- and intraspecific studies of two groups of weevils
that have damaging effects on agriculture in Argentina and America, analyzing, in both
cases, variability at the mitochondrial DNA level from a phylogenetic perspective.

At the interspecific level, a phylogenetic study was performed in the
Pantomorus—Naupactus species complex. The results obtained showed that South
American species assigned to Pantomorus formed a polyphyletic group based on
homoplastic characters, such as the reduction of the elytral humeri and metathoracic
wings. Other genera indigenous to South America, Aramigus, Asynonychus,
Eurymetopus and Graphognathus, are also part of the complex and would represent
derived monophyletic lineages of the paraphyletic Naupactus.

At the intraspecific level, a phylogeographic study was carried out in the cotton
boll weevil Anthonomus grandis. The main goal was to establish the origin of South
American populations. Samples from cotton fields of Paraguay and Argentina showed a
single or very few haplotypes. On the contrary, samples from Iguazi National Park, a
protected area of native vegetation, and Mexico, considered as the center of origin of the
species, presented a very high genetic diversity, typical of ancestral populations. The
phylogeographic analysis suggests that the boll weevil was probably a widespread
species occurring throughout the Americas by the Plio-Pleistocene, having old host
plant associations with Malvaceae of the genus Gossypium and Cienfuegosia.

Key words: Pantomorus—Naupactus complex, phylogeny, Anthonomus grandis,
phylogeography, mitochondrial DNA.
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CAPITULO1I

Introduccion



1. LA SISTEMATICA FILOGENETICA.

Durante varias centurias los naturalistas han tratado de describir y explicar la
diversidad del mundo biologico, lo cual constituye el principal objetivo de la
Sistematica.

La formalizacion de un sistema jerarquico de nomenclatura por el naturalista
sueco Linneo, establecid las bases cientificas para describir y categorizar la diversidad
biologica. Este sistema jeradrquico fue inicialmente independiente de la teoria
evolucionista y, de hecho, ciertos evolucionistas como Buffon, se opusieron al sistema
linneano y al escencialismo aristotélico que implicaba. Sin embargo el sistema linneano
prevalecié y posteriores evolucionistas como Lamarck, Darwin y Haeckel optaron por
el mismo para producir sus clasificaciones (Swofford et al, 1996).

Los esfuerzos iniciales por reconstruir la historia filogenética durante la primera
mitad del siglo XX, estuvieron basados en criterios poco objetivos y la estimacion de la
filogenia consistia en poco mas que afirmaciones plausibles formuladas por expertos en
determinados grupos taxonémicos.

A partir de la década del 50 comenz6 una etapa de profundizacion de los
principios de la clasificacion bioldgica que dio lugar a una controversia entre tres
escuelas: el evolucionismo, el feneticismo y el cladismo. Estas escuelas no diferian en
su objetivo de proponer una clasificacion que describiera las similitudes y diferencias en
los caracteres de los organismos a clasificar, sino mas bien en la metodologia o la forma
de relacionar estos caracteres con la clasificacion (Goloboft, 1998a).

Los evolucionistas o sistematicos tradicionales empleaban los conocimientos
previos acumulados en el grupo en estudio. Daban peso relativo a los caracteres y
clasificaban bajo un criterio arbitrario dependiente del investigador, y por lo tanto,
altamente subjetivo.

Los feneticistas utilizan un método empirico para determinar los grupos. Sus
algoritmos resumen las semejanzas de los organismos en medidas de distancia. Los
organismos se agrupan por su similitud global, por lo tanto, un grupo determinado de
esta forma puede no tener un caracter unico que lo identifique como tal.

El cladismo también emplea un método empirico, desarrollado por el
entomologo aleméan Willi Hennig, en el que los organismos se agrupan por similitud
especial. Aquellos caracteres presentes en los miembros de un grupo y ausentes en

grupos relacionados son los que Hennig (1966) llam¢é sinapomorfias, y mostrd que sélo



agrupando por este tipo de caracteres se reconocen grupos cuyos miembros comparten
un ancestro en comun exclusivo, o grupos monofiléticos. Por lo tanto un grupo
monofilético puede definirse por al menos algin caracter unico, propio de todos sus
miembros y de su ancestro, cuya diagnosis es lo mas breve y simple posible, de acuerdo
con el criterio de simplicidad o méxima parsimonia. En caso de existir conflicto entre
los distintos caracteres para definir los grupos, debe recurrirse a hipdtesis ad hoc de
convergencias o reversiones denominadas homoplasias. El criterio de parsimonia lleva,
entonces, a agrupar por sinapomorfias, produciendo grupos monofiléticos que
minimizan la cantidad de homoplasias o hipdtesis ad hoc y, de esta manera, maximiza
la capacidad de reflejar similitudes y diferencias en la clasificacion.

En este sentido, el que se refiere a eficiencia descriptiva, el método cladistico es
el mejor en el modo de relacionar los caracteres con la clasificacion (Goloboff, 1998a).
Sin embargo no se debe olvidar que esta justificacion yace en el uso mas eficiente de la
informacion disponible y no esta presuponiendo que la evolucion siga el curso mas
parsimonioso (Fitch, 1971; Goloboff, 1998a).

En una vision mas filosoéfica de este ultimo aspecto, Brower (2000) expone que
éste es justamente el principio de la parsimonia: los eventos en el mundo real pueden no
ocurrir parsimoniosamente, pero la parsimonia es el limite epistemologico que deberia
ser utilizado para su interpretacion. La verdad, segun Brower, excepto como una figura
del lenguaje, no existe en la ciencia empirica. Los grupos filogenéticos que se
reconocen son meras hipétesis, Utiles porque proveen una suma maxima de informacion
del patrén empirico soportado por las observaciones. Esta corroboracion de hipdtesis es
lo més cercana a la realidad, de lo que la ciencia empirica puede llegar.

Dado que toda la investigacion empirica esta basada en observaciones, la ciencia
necesariamente descansa en algunos fundamentos tedricos de conocimiento previo. Sin
embargo, a fin de hacer las hipotesis cientificas falsables, ellas deben descansar lo
minimo posible en teorias suplementarias (Brower, 2000). En este sentido, un nimero
minimo de supuestos es lo que permite al cladismo hacer sus hipotesis sistematicas mas

falsables en relacion con los demas métodos.



1.1 Supuestos del analisis de parsimonia.

Los tnicos supuestos que requiere el método cladistico son:

-Clasificaciones bidlogicas jerdrquicas: El hecho que las clasificaciones bioldgicas se

ajusten a un patrén jerarquico parecia evidente incluso para los sistematicos pre-
darwinianos. Muchos investigadores se habian preguntado por qué la mejor forma de
hacer una sistematizacion de las propiedades de los organismos vivos es mediante una
clasificacion jerarquica, pero fue Darwin quien convencio a la comunidad bioldgica de
que la causa era la evolucion. Los grados de parentesco expresados en la clasificacion se
correspondian con grados de parentesco genealogico y el parentesco genealdgico se da
naturalmente en forma jerarquica (Goloboff, 1998a).

-Independencia de los caracteres: Es un supuesto comin a todos los métodos basados

en analisis de caracteres. La no independencia de los caracteres que se definen
implicaria tener que estimar las covarianzas de los mismos, lo cual haria los algoritmos
muy complicados (Swofford et al, 1996).

-Homologia de caracteres: Un caracter debe ser definido de manera tal que todos los

estados observados para ese cardcter sobre los taxa analizados, sean derivaciones con
modificaciones del estado correspondiente en el ancestro comun de dichos taxa. Las
caracteristicas similares entre organismos, que puedan considerarse como diferentes
manifestaciones del mismo cardcter, comparten una homologia primaria (De Pinna,
1991), la cual no implica patrones jerarquicos de agrupamiento. El estado subsiguiente
al de la homologia primaria es la determinacion de las diferencias en estados discretos,
y se denomina “identidad de estado de caracter”. La “identidad de estado de caracter”
no es un supuesto del método, como lo es la homologia primaria, sino que constituye la
hipodtesis nula del andlisis cladistico, la cual es puesta a prueba por la congruencia de

caracteres.
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1.2 Filogenias basadas en datos moleculares.

A partir de los afios 70, el método cladistico fue refinado y desarrollado como un
criterio explicito para inferir filogenias. Se implementaron en programas de
computadoras algoritmos basados en el criterio de parsimonia (Farris, 1970, 1988;
Platnick, 1989), los cuales fueron posteriormente modernizados (Swofford, 1985, 1998;
Goloboft, 1996, 1997, 1998b, 1999) permitiendo analizar grandes y complejos
conjuntos de datos.

Al mismo tiempo que los avances conceptuales y computacionales en los
métodos filogenéticos se desarrollaban, otra revolucion ocurria en el campo de la
biologia: el advenimiento de la biologia molecular. Primero surgieron métodos para
examinar la estructura molecular de las proteinas y, en los ultimos afos, técnicas para
establecer las secuencias de los acidos nucleicos, basadas en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (Saiki et al, 1988). Estos métodos fueron rapidamente adoptados por
los bidlogos evolucionistas, y asi, los datos disponibles para el anélisis filogenético
comenzaron a incrementarse exponencialmente, al menos para determinados taxa
(Swofford et al, 1996).

Los datos de secuencias de ADN adquirieron una importancia fundamental y se
convirtieron en una herramienta sumamente til en los analisis filogenéticos realizados
a cualquier nivel taxondmico. Esto se debe al hecho que determinados genes presentan
diferentes tasas evolutivas, lo cual genera que sus secuencias puedan utilizarse en
filogenias de distintos niveles taxondmicos: los genes que presentan una mayor
diferenciacion son usados como evidencia a nivel de taxa mas cercanos, mientras que

los mas conservados se utilizan en analisis que involucran taxa superiores.

1.2.1 Congruencia entre distintas fuentes de datos.

La disponibilidad de esta nueva fuente de evidencia en las relaciones
filogenéticas gener6 que se centrara la atencion en una cuestion fundamental (las
diferentes clases de datos deben ser analizadas de manera simultdnea o separada en el
analisis cladistico?

Existen diferentes posturas frente al problema de combinar o no los datos
provenientes de distintas fuentes de caracteres. Una primera aproximacion a este
problema es el andlisis de la “congruencia taxonémica” (Kluge, 1989) el cual propone
analizar los distintos conjuntos de datos por separado y, basandose en la topologia,

resumir los resultados en arboles de consenso (Nelson, 1979; Rohlf, 1982).
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Un enfoque diferente es el “analisis de la evidencia total” (Kluge, 1989),
posteriormente denominado como “analisis simultaneo” por Nixon y Carpenter (1996).
La idea es combinar todos los conjuntos de datos en una sola matriz y determinar el
arbol mas parsimonioso para todo el pool de caracteres.

Una postura intermedia seria la denominada “previo acuerdo” o “andlisis
combinado condicionado” por Chippindale y Weins (1994), el cual propone primero
analizar los datos por separado, medir por algin método la cantidad de incongruencia
entre los mismos, y abandonar el anélisis combinado si los resultados son heterogéneos.

En este sentido, Nixon y Carpenter (1996) no condicionan el resultado del
mismo a la aplicacion del andlisis simultdneo. Estos autores afirman que el “andlisis
simultdneo” provee un contexto para medir la incongruencia y es preferible a los otros
dos métodos fundamentalmente porque produce las hipotesis mejor soportadas,
maximizando la congruencia entre diferentes conjuntos de datos, lo cual significa que
maximiza la aplicacion del criterio de parsimonia. Ademas permite la emergencia de
sefiales secundarias que pueden permanecer ocultas en los analisis particionados (Nixon
& Carpenter, 1996). Sin embargo, dado que las técnicas de biologia molecular han
permitido grandes avances en el andlisis de la diferenciacion entre taxa muy
cercanamente relacionados, en estos casos han surgido controversias relativas a la
congruencia. Segun de Queiroz (1993) en los anélisis de especies muy emparentados o
por debajo del nivel de especies, el analisis simultdneo puede no ser la mejor opcion.
Los arboles estimados por secuencias de ADN (arboles de genes) pueden diferir de los
estimados por datos morfologicos (arboles de organismos) debido a las diferentes
historias de ramificacion y entonces el analisis simultaneo no seria adecuado, ya que el
combinar los datos asume implicitamente que todos los conjuntos de datos son producto
de la misma historia de ramificacion (de Queiroz, 1993). Las diferencias en las historias
de ramificacion pueden ser causadas por:

-Diferentes vias de separacion o “sorting” de linajes de polimorfismos ancestrales.
-Hibridacion o transferencia horizontal entre taxa.

La hibridacién o transferencia horizontal suele ser frecuente en muchos grupos
de plantas; mientras que el “sorting” de linajes es un problema muy comun en taxa
cercanamente relacionados. Debido al “sorting” de linajes se producen diferentes
topologias entre arboles de genes y arboles de organismos, ya que las ramas internas son

suficientemente cortas para evidenciar discordancias (de Queiroz, 1993). Esto significa
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que el nodo de bifurcacion de los linajes del arbol de genes puede anteceder al nodo de

especiacion del arbol de organismos (Avise, 2000). Ver figura 1.

Fig. 1. Arbol de genes (mintscula) y arbol de especies (mayuscula). En el primer caso coinciden, en el

segundo caso el nodo de bifurcacion del linaje b antecede al nodo de especiacion entre A y B.

[

A B C A B C

El “sorting” de linajes, ademds, es influido decisivamente por variables
demograficas como el nimero poblacional, las tasas de extincion y el grado de flujo
génico (Avise, 2000). Por lo tanto, para describir adecuadamente las filogenias de
organismos o de especies muy cercanas, deben realizarse distintos arboles de genes
correspondientes a genes no ligados. En estos casos, la manera de reamalgamar los
diferentes arboles de genes en una filogenia compuesta que refleje las verdaderas
relaciones entre los organismos, seria a través de la “congruencia taxonémica” (Kluge,
1989), es decir mediante construccion de arboles consenso. Los desacuerdos
topologicos resultantes no significan que determinados arboles sean incorrectos, sino
que ciertas discordancias reflejan que genes no ligados en organismos de reproduccion
sexual han atravesado distintas vias de transmision. La filogenia del grupo estaria
representada, entonces, como la tendencia central de la distribucion de todas las
historias de ramificacion (de Queiroz, 1993; Avise, 2000).

Por lo expuesto en este punto, en este trabajo se combinaran los diferentes
conjuntos de datos correspondientes al estudio interespecifico, pero se analizaran de

manera independiente los correspondientes al estudio intraespecifico.

13



1.3 Filogenias a nivel microevolutivo.

Los avances de la biologia molecular en el analisis de la diferenciacion entre
taxa cercanamente emparentados, junto con los avances conceptuales y operacionales en
la estimacion de la filogenia, han permitido la aplicacion de algoritmos de parsimonia a
nivel microevolutivo; generando asi la posibilidad de que el analisis filogenético no esté
limitado a aplicaciones en la clasificacion biologica (Felsenstein, 1988).

La sistematica molecular ha actuado como puente entre el estudio de la
diferenciacion interespecifica, tradicionalmente asociado con la filogenia, y de la
diferenciacion intraespecifica, campo tradicional de la genética de poblaciones. La
inicial y aun mas importante estructura de ese puente es el analisis del ADN
mitocondrial, el cual posibilita el uso de genealogia alélicas en ambos niveles (Avise et
al, 1987; Hey, 1994).

Otros métodos de uso frecuente en el andlisis de diferenciacion intraespecifica,
como los RAPDs (Amplificacion al azar de polimorfismos del ADN) (Williams et al,
1990) no permiten este tipo de abordaje porque la homologia de los alelos detectados
entre especies es cuestionable y fundamentalmente porque no revelan genealogias
alélicas. Por lo tanto, si bien esta técnica puede ser utilizada para estimar la
diferenciacion a nivel intraespecifico, no hace posible sacar ventajas de la interaccion
entre la genética molecular de poblaciones y la filogenia, pues no permite hacer

inferencias genealdgicas a partir de sus resultados (Avise, 1994).

1.3.1 El ADN mitocondrial como marcador filogenético en estudios intraespecificos.

La molécula de ADN mitocondrial posee propiedades especiales que posibilitan
su uso como marcador de genealogias alélicas tanto a nivel macro como
microevolutivo.

El ADNmt de los animales es una molécula circular, que carece de histonas
asociadas. Esta ultima caracteristica seria uno de los factores que favorecen su alta tasa
de mutacion y justifican su empleo a escala microevolutiva; a diferencia de los genes
nucleares que presentan una tasa evolutiva mdas lenta, lo cual hace improbable la
deteccion de diferenciacion a niveles intraespecificos (Crandall & Templeton, 1996).

En la mayoria de los animales, el ADNmt se hereda por via materna pues todas
las mitocondrias las aporta la gameta femenina. Esto genera falta de recombinacion

intermolecular y en consecuencia pueden establecerse genealogias alélicas.
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Las células somaticas tipicas poseen cientos a miles de mitocondrias, cada una
con varias copias de ADN, sin embargo, existe en general un haplotipo mitocondrial
preponderante por cada individuo. Esta caracteristica denominada homoplasmia, se
debe probablemente a que dentro de cada poblacion intracelular de ADNmt las
mutaciones se fijarian rdpidamente por un proceso analogo a la deriva génica.

Las propiedades especiales del ADN mitocondrial se resumen en la siguiente

tabla.
Tabla 2: Caracteristicas del ADN mitocondrial.
Caracteristica Consecuencia Implicancias
Herencia materna No hay recombinacioén Permite el establecimiento de
genética intermolecular genealogias génicas .
Alta tasa de mutacion Rapida evolucion a nivel de Permite la deteccion de
secuencias diferenciacion tanto a nivel
especifico como
interespecifico.
Homoplasmia La mayoria de los individuos | Permite la utilizacion de los
presenta una molécula de individuos como unidades
ADNmt prevalerte taxonomicas.

Estas propiedades, que posibilitan que el ADN mitocondrial sea tratado como un
marcador filogenético a nivel intraespecifico en el analisis de genealogias alélicas donde
las unidades de estudio pueden ser los individuos, promovieron la emergencia de
perspectivas no ortodoxas en microevolucion tales como la filogeografia (Avise et al,

1987).

1.3.2 La filogeografia.

La filogeografia se define como el andlisis espacial o geografico de los linajes
génicos (Avise et al., 1987, Avise, 2000). Esta disciplina aplica por primera vez el
analisis de genealogias génicas “ordenadas™ a niveles intraespecifico o de especies muy
cercanamente emparentadas, y a partir de sus resultados es posible sacar conclusiones
con respecto a las secuencias de colonizacion, diversificacion y extincion de los linajes
génicos, en determinadas areas.

Las muchas conexiones entre filogenia y genealogia de genes y la aplicacion de
ambos aspectos a nivel intraespecifico o poblacional han hecho de la filogeografia un

interesante punto de contacto entre los campos macro y microevolutivo. De esta forma,
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dos campos de estudio tradicionalmente separados tanto en sus enfoques teoéricos como
metodologicos, como son la genética de poblaciones y la sistematica, han encontrado
puntos de coincidencia en el enfoque filogeografico (Avise et al., 1987).

Dado que enfatiza los aspectos historicos de la actual distribucion de los linajes
génicos, la filogeografia puede considerarse como una subdisciplina de la biogeografia
histérica, que integra conceptos y técnicas de genética molecular, genética de
poblaciones, demografia, sistematica filogenética, etologia y paleontologia (Avise,
1994, 2000). Ademas, el estudio comparado de los patrones filogeograficos de varias
especies codistribuidas, contribuye a plantear hipotesis sobre posibles eventos comunes
de vicarianza o dispersion y a identificar las causas geoldgicas, ecoldgicas o etologicas
que pudieran haber influido en ellos.

Las raices historicas de la filogeografia estan ligadas a los primeros estudios del
ADN mitocondrial animal de la década de los 70 y principios del 80. En la actualidad
mas del 70% de los trabajos en filogeografia estan basados en secuencias de ADNmt
animal, debido a las propiedades especiales de esta molécula para ser empleada como
marcador filogenético a nivel microevolutivo. El incremento del niumero de trabajos
sobre filogeografia ha sido explosivo y abarca numerosas disciplinas; entre sus
multiples aplicaciones cabe sefialar los estudios destinados a determinar el lugar de
origen y las vias de dispersion de especies consideradas plagas agricolas o que han
colonizado archipiélagos volcanicos (Roderick y Gillespie, 1998; Sequeira, et a/, 2000;
Juan et al., 1995); las causas de la diferenciacion poblacional observada en caracteres
cromosomicos 0 genéticos y su correlacion con gradientes geograficos y/o ecoldgicos

(Confalonieri et al., 1998, 2002), etc.
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2. LA FAMILIA CURCULIONIDAE.

Los insectos designados comunmente como gorgojos son coledpteros
pertenecientes a la superfamilia Curculionoidea, la cual es la mas diversa de todos los
seres vivos, habiéndose descripto alrededor de 60.000 especies asociadas con todos los
grupos de plantas vasculares.

Debido a su enorme diversidad, los curculionidos constituyen un grupo ideal
para abordar estudios filogenéticos relacionados con su clasificacion natural, como asi
también aspectos referidos a la evolucion de ciertos caracteres supuestamente
adaptativos, o su posible coevolucion con diferentes grupos de plantas huéspedes. Los
curculionidos se alimentan de una gran variedad de tejidos vegetales de tallos, raices,
hojas, flores, frutos y semillas, y es por ello que algunas especies resultan dafiinas para
ciertos cultivos, principalmente al estado de larva, y pueden transformarse en plagas
agricolas. Por ejemplo Anthonomus grandis Boheman, especie conocida vulgarmente
como “picudo del algodonero”, es la mas perjudicial para dicho cultivo en toda
América, habiendo causado pérdidas millonarias y atn el abandono de la produccion de
algodonera en ciertas areas. En el caso de insectos plaga, el empleo de datos
moleculares para la caracterizacion de sus poblaciones resulta particularmente relevante
desde el punto de vista aplicado, ya que permite obtener informacion sobre el lugar de
origen de las especies (donde se hallan los enemigos naturales que las controlan), sus
vias de dispersion, y la intensidad del flujo génico entre sus poblaciones, y de esta
manera contribuyen a implementar estrategias mas efectivas para su manejo integrado.

Anthonomus grandis (Curculioninae, Anthonomini) pertenece a un grupo de
gorgojos caracterizado por la presencia de un rostro mediano a largo, que la hembra
utiliza para preparar un sitio de oviposicion en algun organo de la planta huésped. En
este caso la oviposicion es endofitica, al igual que el desarrollo larval, y suele haber una
relacion estrecha entre fitofago y planta huésped (se trata de especies monofagas u
oligafagos) (Lanteri et al., 2002c). Por ejemplo, las hembras del picudo del algodonero
oviponen en los botones florales y frutos de Gossypium hirsutum y de otras malvaceas,
preferentemente de la tribu Gossypieae.

Otros gorgojos, presentan un rostro corto y ancho, que las hembras no utilizan
para la oviposicion, la cual es exofitica y se realiza a menudo en lugares cercanos al
suelo. En este caso las larvas son frecuentemente subterraneas y se alimentan de los
tejidos externos de las raices, y el rango de plantas huéspedes suele ser mas amplio, de

modo que se habla de especie polifagas, aunque con ciertas preferencias por
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determinadas familias de plantas. Por ejemplo, las especies del “grupo de gorgojos de la
alfalfa”, perteneciente al complejo Pantomorus-Naupactus (Entiminae, Naupactini)
suelen estar asociadas con Medicago sativa y con otras leguminosas en la Argentina,
pero también se las ha encontrado alimentandose sobre cereales, citricos, arboles
frutales, etc (Lanteri, 1994; Lanteri ef al, 2002a).

En este trabajo de tesis se han estudiado gorgojos representativos de los dos
grupos taxonodmicos y ecoldgicos anteriormente mencionados y para ello se han
empleado bésicamente las mismas herramientas metodologicas: datos de secuencias de
ADN mitocondrial y andlisis de las mismas mediante métodos cladisticos
(=parsimonia). Por una parte se ha llevado a cabo un estudio filogeografico en la
especie plaga del algodonero Anthonomus grandis, y por otro, un estudio filogenético
de 17 especies representativas del complejo Pantomorus-Naupactus, la mayoria de las
cuales forman parte del grupo de gorgojos de la alfalfa. Los taxones en estudio se
distribuyen en el continente americano desde los Estados Unidos de América hasta la

Argentina y revisten importancia econdmica.

2.1 Estudio filogenético en el complejo Pantomorus-Naupactus.

La pregunta fundamental que se intentard responder a través de este trabajo de
tesis es ¢;las especies de los géneros Pantomorus y Naupactus constituyen grupos
monofiléticos?

El complejo Pantomorus- Naupactus esta integrado por alrededor de 300
especies distribuidas desde los EEUU hasta la Argentina, y registra su maxima
diversidad en las areas tropicales y subtropicales de América del Sur. Ademas de los
géneros Pantomorus Schoenherr y Naupactus Dejean, dentro del citado complejo se
incluyen otros géneros considerados afines, como son Aramigus Horn, Asynonychus
Crotch, Atrichonotus Buchanan, Graphognathus Buchanan, Phacepholis Horn y
Eurymetopus Schoenherr, la mayoria representados en la Argentina.

Los caracteres de la morfologia externa resultan insuficientes para realizar una
buena caracterizacion de los géneros del complejo Pantomorus-Naupactus sobre la base
de un criterio filogenético, y algunos de ellos, tales como la reduccion de la region
humeral de los élitros y de las alas metatoracicas, podrian conducir al reconocimiento de
taxones artificiales basados en caracteres convergentes surgidos en linajes que habitan
ambientes similares (por ejemplo areas de vegetacion abierta). En este contexto, Lanteri

y colaboradores han planteado que la mayor parte de las especies de América del Sur
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asignadas frecuentemente a Panfomorus constituirian un grupo polifilético basado en
caracteres convergentes, y que la mayoria de los restantes géneros del complejo serian
grupos monofiléticos surgidos a partir del género parafilético Naupactus.

Las contribuciones realizadas por Lanteri y colaboradores durante los ultimos
afios han permitido una mejor caracterizacion de los grupos del complejo Pantomorus-
Naupactus mediante el aporte de nuevos atributos, principalmente de las estructuras
genitales de machos y hembras, y han establecido las bases para interpretar su filogenia
(Lanteri, 1986, 1990; Lanteri & O’Brien, 1990; Lanteri & Diaz, 1994; Lanteri &
Marvaldi, 1995). No obstante dichos aportes, las relaciones filogenéticas entre estos
taxones aun no han sido dilucidadas, pues hasta el presente, no se habia realizado un
analisis de conjunto que permitiera establecer si la similitud morfoldgica entre algunas
especies o grupos de especies del complejo es homodloga (= debida al antecesor comun)
u homoplastica (= debida a evolucion paralela o convergente) (DePinna, 1991).

Por las razones expuestas, se decidi6 realizar un anélisis cladistico de conjunto,
incluyendo un grupo de especies representativas de la diversidad del complejo
Pantomorus-Naupactus, y empleando secuencias de ADN mitocondrial (gen de la
Citocromo Oxidasa I) y datos morfologicos. La utilidad de este tipo de andlisis en el
estudio filogenético de especies cercanamente emparentadas ha sido demostrado
ampliamente durante los ultimos afios, inclusive en el caso de taxones de la tribu
Naupactini (Normark & Lanteri, 1998; Sequeira ef al, 2000).

El reconocimiento de grupos monofiléticos (= basados en sinapomorfias) por
métodos de parsimonia es importante no solo para producir clasificaciones biologicas
mas eficientes (Goloboff, 1998a), sino ademads, para poner a prueba hipotesis en el
campo de la biologia evolutiva, la biogeografia historica, el estudio de la especiacion y
la coevolucion etc. Por ejemplo, Lanteri & Normark (1995) y Normark & Lanteri
(1998) aplicaron métodos de parsimonia para estudiar la evolucion de linajes sexuales y
partenogenéticos en la especie Aramigus tessellatus, y Sequeira et al. (2000) para
analizar posibles tipos de especiacion en un género distribuido en las islas Galdpagos.
En este sentido, en el presente trabajo se analizara, de manera preliminar, la evolucion
de la partenogénesis en algunas especies del complejo Pantomorus-Naupactus, basado

en la metodologia cladistica.
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2.2 Estudio filogeografico en A. grandis.

La pregunta fundamental que se intentara responder en este trabajo es ;cual es el
origen de las poblaciones de América del Sur del picudo del algodonero?

Anthonomus grandis fue descripta en 1843 sobre la base de especimenes de
México cuya planta hospedadora no se hallaba indicada. Unos 40 afios después se
encontrd6 en los Estados Unidos de América, causando importantes dafios en
algodonero. En tan solo 20 afios (desde 1898 hasta 1916 aproximadamente) se extendio
a lo largo de todo el cinturén algodonero del sur de los EEUU, desde la costa Pacifica
hasta la costa Atlantica, ocasionando cuantiosos dafios (Manessi, 1997).

Aproximadamente 50 afios después de su irrupcion en América del Norte, el
picudo fue hallado en América del Sur, también en algodonero y en huéspedes
alternativos. La secuencia de registros en los diferentes paises de América del Sur es la
siguiente: Venezuela (1949), Colombia (1951), Brasil (1983), Paraguay (1991),
Argentina (1993) y Bolivia (1997).

Burke et al. (1986) plantearon una hipotesis para explicar la dispersion de A.
grandis en los EEUU, desde el sur de México. Basandose en datos sobre la
diferenciacion morfométrica en las poblaciones de A. grandis y en la informacion sobre
sus plantas huéspedes, estos autores postularon que se habrian producido dos
expansiones principales, una en tiempos geoldgicos previos al cultivo del algodon, y
otra en tiempos historicos, gracias al cultivo del algodon. La primera expansion dataria
del Plesitoceno, y habria estado asociada con la dispersion y diversificacion de
malvaceas de los géneros Gossypium y Cienfuegosia a lo largo de la costa Pacifica
(oeste) y del Golfo de México (este). La segunda expansion estaria asociada con el
cultivo del algodonero, y se habria producido desde Texas hacia la costa Atlantica.

Para América del Sur, los mismos autores plantearon la hipotesis de una o mas
introducciones accidentales del picudo, gracias al comercio del algodon, probablemente
desde los EEUU, a partir de la cual se habria producido su dispersion en todo el
continente. Esta hipotesis se basé en estudios morfométricos preliminares sobre picudos
de Venezuela y de Brasil, los cuales indicarian que éstos son similares a los picudos del
sudeste de USA (Burke et al, 1986).

Estudios genéticos recientes, basados en poblaciones de picudos de Argentina,
Brasil y Paraguay mediante la técnica de RAPDs (Scataglini ef al., 2000), pusieron en
duda la hipétesis de la introduccion de la especie en América del Sur, como Unica causa

para explicar su origen en el continente. Esto se debe a que muestras recolectadas en
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zonas de vegetacion nativa protegidas como el parque Nacional Iguazi (Misiones,
Argentina), resultaron ser genéticamente mas afines a las muestras de México que a las
de USA, u otras areas proximas de Brasil, Paraguay y Argentina (Formosa). Asimismo,
las muestras de Iguazii y de México presentaron un alto grado de diferenciacion, tipico
de poblaciones ancestrales, por lo contrario, las restantes muestras de Argentina,
Paraguay y Brasil, procedentes en su mayoria de zonas algodoneras, presentaban
caracteristicas de poblaciones colonizadoras recientes.

Los resultados obtenidos por Scataglini et a/ (2000) motivaron la realizacion de
un estudio filogeografico, basado en secuencias de ADN mitocondrial (genes de la
Citocromo Oxidasa I y II), con el fin de determinar el origen de las poblaciones de

América del Sur del picudo del algodonero.
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3. OBJETIVOS GENERALES.

3.1 Referidos al complejo Pantomorus-Naupactus.

» Analizar las relaciones filogenéticas entre un conjunto de especies representativas de
la diversidad del complejo Pantomorus-Naupactus.

» Reconocer grupos monofiléticos que puedan contribuir a una propuesta de
clasificacion natural para dicho complejo y a estudiar la evolucion de la

partenogénesis en el grupo.

3.2 Referidos a la especie Anthonomus grandis.

» Establecer cudl es el origen de las poblaciones de América del Sur del picudo del

algodonero.

» Proponer una hipdtesis para explicar la expansion de la especie en América del Sur.
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CAPITULO 11

Metodologias
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1. TECNICAS DE LABORATORIO.

1.1 Obtencion v preservacion de los materiales de estudio

Los ejemplares de las especies pertenecientes a los distintos géneros del
complejo Pantomorus-Naupactus fueron recolectados por Lanteri y colaboradores,
mediante procedimientos habituales en entomologia. Para la recoleccion de especies
frecuentes en pastizales y areas de vegetacion abierta, como las de Pantomorus y otros
géneros afines, se empled la red de arrastre. Para coleccionar los Naupactus se empled
la red de arrastre y/o el método de la sdbana, que consiste en sacudir las ramas de los
arboles o arbustos donde se hallan posados los adultos mediante una vara, y dejarlos
caer sobre un lienzo extendido, ubicado por debajo de la planta. Esto es posible dado
que se trata de especies con escasa o nula capacidad de vuelo.

Los ejemplares del picudo del algodonero estudiados fueron recolectados por
especialistas y técnicos de diferentes instituciones de la Argentina y de otros paises,
relacionados con el monitoreo y control de la plaga. Se obtuvieron muestras de
poblaciones de Argentina, Brasil y Paraguay, y también de EEUU y de México, a fin de
considerar estas ultimas como posibles fuentes. Las muestras procedentes de Argentina
fueron obtenidas a partir de trampas de feromonas cuyo disefio se explica en Manessi
(1997), colocadas en distintos puntos de la frontera con Brasil y Paraguay por técnicos
asociados con el “Proyecto de Manejo Integrado del Picudo del Algodonero en
Argentina, Brasil y Paraguay", que las revisan periddicamente. La mayor parte de las
muestras proceden de zonas algodoneras, pero se incluyeron también muestras de
Argentina tomadas en zonas de vegetacion nativa.

Todos los insectos empleados para el analisis de secuencias de ADN
mitocondrial fueron individuos adultos, que se conservaron en alcohol al 100%. Solo
aquellos ejemplares transferidos al liquido conservante inmediatamente después de

muertos resultaron ttiles para el analisis molecular.
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1.2 Extraccion del ADN.

La extracciéon de ADN se realizd segin el protocolo propuesto por Reiss et al

(1995), siguiendo los pasos que se describen a continuacion:

I- Sacar el individuo del frasco con alcohol y dejar que se evapore el alcohol
apoyandolo sobre un papel absorbente.

2- Colocarlo en un mortero con nitrogeno liquido y machacar hasta que quede reducido
a un polvo fino.

3- Transferir el machacado a un tubo de 1,5 ml.

4- Agregar 450 ul de una solucion 8:1:1 de Buffer de lisis: SDS 10 %: Proteinasa K 2
mg/ml.

5- Agregar 1 ul de RNAsa (10mg/ml) y agitar.

6- Incubar a 60°C durante 1 hora.

7- Extraer proteinas agregando 3 volumenes de fenol.

8- Centrifugar 10 min a 10.000 rpm.

9- Pasar el sobrenadante a un tubo limpio

10- Repetir el procedimiento desde el punto 7 con fenol-cloroformo isoamilico.

11- Precipitar el sobrenadante con 2 volimenes de perclorato de sodio en etanol.

12- Incubar 20 min a -70°C o toda la noche a -20°C.

13- Centrifugar 15 min a 13.000 rpm para precipitar el ADN.

14- Eliminar el sobrenadante.

15- Resuspender el precipitado en etanol 70% para lavarlo.

16- Centrifugar, volcar el sobrenadante y resuspender en 100 ul de buffer TE.

17- Guardar a -20°C.
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1.3 Amplificacion de fragmentos de ADN por PCR v purificacion.

Se amplificaron fragmentos de los genes mitocondriales Citocromo Oxidasa I
(COI) y Citocromo Oxidasa II (COII) mediante la Reaccion en cadena de la Polimerasa
(PCR) (Saiki et al, 1988) utilizando cebadores especificos.

-Para el complejo Pantomorus — Naupactus, se realizd la amplificacion de COI
de 1 individuo por cada una de las 17 especies analizadas. Se utilizaron 4 cebadores por
individuo (dos sentido y dos antisentido) amplificando el gen en dos mitades. Para la
primera mitad se utilizo el par de cebadores S1718-A2442 amplificando un fragmento
de 700 pares de bases. Para la segunda mitad se amplificaron alternativamente
fragmentos de 500 y 600 pares de bases utilizando los pares de cebadores S2336-
A2831 (Normark, 1994) y Uea5-Uea8 (Lunt, et al, 1996) respectivamente. En la figura
2 se muestra un esquema de las regiones amplificadas.

-Para Anthonomus grandis, se realizd la amplificacion de 700 pb de la primera
mitad del gen de COI, y ademas se amplificé un segundo fragmento de 400 pares de
bases perteneciente al gen de COIl. Ambos fragmentos fueron amplificados en un
promedio de 9 y 6 individuos respectivamente, para cada una de las 7 poblaciones
analizadas. Se utilizd el par de cebadores S1718-A2442 (Normark, 1994) para la
amplificacion correspondiente a la primera mitad del gen de COl y el par COIIS-COIIA
(Liu & Beckenbach, 1992) para el fragmento del gen de COIL.

Los cebadores utilizados para la amplificacion de las dos mitades del gen COl y

del fragmento del gen COII se detallan en la tabla 3.
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Tabla 3. Cebadores utilizados para amplificar y secuenciar las porciones de los genes COI y COII en los
gorgojos analizados. Los sitios de apareamiento de los cebadores estan dentro de los genes COI y COIL
Las secuencias de los cebadores fueron tomadas de Normark (1994), Lunt et a/ (1996) y Liu &
Beckenbach (1992). Los nombres de los cebadores de COI consisten en una “S” o una “A” que indican el
sentido, seguido de un nimero que se refiere a la posicion del extremo 3 con respecto a la secuencia de
Drosophila yacuba (Clary & Wolstenholme, 1985).

En las especies del | 700 pb. de la 1°mitad del gen COI
complejo cebador S1718 5°GGA GGA TTT GGA AAT TGA TTA GTTCC ¥
Pantomorus- cebador A2442 5’GCT AAT CAT CTA AAA ATT TTA ATT CCT GTT GG 3’

Naupactus 500 pb. de la 2° mitad del gen COI
cebador S2336: 5’GGA TTA YTA GGA TTT GTH GTW TGR GCY CA 3’
cebador A2831: 5’TCC TAT TAR WGA RAT TAA TCT TCCRAT TG 3’

600 pb. de la 2° mitad del gen COI
cebador Uea5: 5’AGT TTT AGC AGG AAT TACTAT 3’
cebador Uea8: 5° AAA AAT GTT GAG GGA AAA ATGTTA 3’

En las poblaciones | 700 pb. de la 1°mitad del gen COI
de Anthonomus | cebador S1718 5’GGA GGA TTT GGA AAT TGA TTA GTT CC 3’
grandis cebador A2442 5°GCT AAT CAT CTA AAA ATT TTA ATT CCT GTT GG 3’

400 pb de la 1 mitad del gen COII
cebador COIIS: 5’GGT CAA ACA ATT GAG TCT ATT TGA AC 3’

cebador COIIA 5°CCA CAA ATT TCT GAA CATTGA CCA ¥

Figura 2. Esquema del gen COI, mostrando las regiones amplificadas en los estudios del complejo
Pantomorus-Naupactus y del picudo del algodonero Anthonomus grandis. Los nimeros de las posiciones
corresponden al genoma de Drosophila yacuba (Clary & Wolstenholme, 1985).

-~ AAA UcaB
A2442
A2831,,
5 D <3
3 —_ —_— —> 5
$1718 Ueaf 52336 -

Todas las reacciones de amplificacion se realizaron en una solucion final de 50
ul conteniendo 100-200 ngr. del ADN extraido (ADNmolde), 0,5 uM de cada cebador o
“primer”, 200 ul de cada DNTP, 3,5 mM de CIMg2, buffer 1x suministrado por
Promega y 2,5 unidades de Taq polimerasa (Promega). La amplificacion se llevo a cabo
en un termociclador Techne con el siguiente perfil de ciclos de temperaturas: 1 ciclo de
6 min a 96 °C; 35 ciclos de 1 min a 96 °C, 1 min a temperatura de ‘“annealing”
(temperatura de apareamiento de los cebadores al molde, la cual fue puesta a punto para
cada especie y vario entre 46 y 53 °C), 2 min a 72°C; 1 ciclo de 4 min a 72 °C.

Los productos de amplificacion doble cadena fueron separados
electroforéticamente en gel de agarosa 0,8% con buffer de corrida TAE 1% (tabla 4) y
un potencial de 100 voltios. El gel se tind con bromuro de etidio 0.5 mg/ml y los

fragmentos se visualizaron bajo luz UV.
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Los tamafios de los fragmentos amplificados se estimaron por comparacién con
un marcador de peso molecular (fago Lambda cortado con enzimas de restriccion Hind
IIT y EcoRI).

Las bandas fueron extraidas del gel y el ADN fue purificado con “QIA quik Gel
Extraction kit” (QIAGEN Inc.).

La composicion de las soluciones utilizadas en los protocolos se detalla en la

tabla 4.

Tabla 4. Composicion de las soluciones de laboratorio de los protocolos experimentales.

Buffer de lisis 0.05 M de Tris —0.1 M de Na Cl — 0.1 M Edta disodico

Perclorato de sodio en etanol | 2.9 M de perclorato de sodio en 80% de etanol 100%

Buffer TE 0.01 M de Tris — 0.001 M de Edta disédico

Buffer TAE 50X 242 gr. De Tris — 57.1 ml de acido acético —100 ml de Edta
disédico 0.5 M PH 8.

1.4 Secuenciacion de los genes mitocondriales.

Las secuencias de nucleotidos fueron obtenidas de manera automatica mediante
un Secuenciador de ADN, PE Biosystem automated 377 a partir de los fragmentos
purificados.

Los cebadores utilizados fueron los mismos que para la amplificacién del
producto (tabla 3).

-Para el complejo Pantomorus — Naupactus, se realizaron 4 secuencias por
especie (dos sentido y dos antisentido) abarcando en total una porcion de 999 pares de
bases, correspondientes a las posiciones 260 a 1258 del gen COI (Lunt, et al, 1996).

-Para las poblaciones de Anthonomus grandis, se secuenciaron 279 pares de
bases pertenecientes a la primera mitad del gen de COI, a partir de un tnico cebador
(S1718). Estas secuencias se corresponden con las posiciones 296 a 574. Para el gen
COII se secuenciaron 327 pares de bases a partir del cebador COIIS correspondientes a

las posiciones 256 a 582 de la primera mitad del gen. (Liu & Beckenbach, 1992).
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2. ANALISIS DE DATOS.

2.1 Edicién, alineacion v diferenciacion de las secuencias de ADN.

La edicion de las secuencias de ADN se llevd a cabo mediante el programa
BIOEDIT.

Las proporciones de nucleodtidos y la divergencia nucleotidica de secuencias de
ADN se estimaron utilizando el programa MEGA v2.1 (Kumar et a/, 2001).

Las secuencias de ADN obtenidas fueron traducidas a secuencias de
aminoacidos, mediante al cédigo de ADN mitocondrial para invertebrados (Clary &
Wolstenholme, 1985), a fin de descartar la amplificaciéon de posibles pseudogenes
nucleares. Se asume que una secuencia pertenece a un gen del genoma mitocondrial, y
no a un pseudogen, cuando no codifica para codones ‘“stop” (Sorenson & Fleischer
1996, Zhang & Hewit 1996) y/6 cuando no presenta eventos de insercion/delecion,
plausibles de generar cambios en el marco de lectura (Bensasson et al., 2000). Las
secuencias de aminoacidos obtenidas fueron comparadas con las presentadas por Lunt y
colaboradores (1996) para el gen COI y por Liu & Beckenbach (1992) para COII en
distintas familias de insectos. En dicha comparacion se corrobord la ausencia de
eventos de insercion/delecion, por lo cual, las secuencias de ADN fueron
posteriormente alineadas de manera no ambigua mediante el programa CLUSTAL V
(Higgins & Sharp, 1989).

Los patrones aminoacidicos propuestos por Lunt (1996) y Liu & Beckenbach
(1992) para COI y COII respectivamente, se utilizaron también a fin de establecer si la
distribucién de la variabilidad en aminoacidos de las secuencias estudiadas era
coincidente con la de otros géneros y familias de insectos. Los mencionados autores
mostraron que tanto en el gen de COI como en el de COII existen diferentes regiones,
evolucionando a distintas velocidades. Por un lado existen zonas conservadas, donde las
secuencias de aminoacidos se mantienen constantes a lo largo de los diferentes grupos
de insectos, y en las cuales solamente se producirian, a nivel nucleotidico, sustituciones
sinébnimas, evidenciando una fuerte presion de seleccion debido a restricciones
funcionales de la proteina. Por otro lado, se presentan zonas con diferentes grados de

diferenciacion en las secuencias de aminoacidos.
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2.2 Analisis de parsimonia.

2.2.1 Construccion de matrices de datos.

2.2.1.a En el complejo Pantomorus-Naupactus

Se construyeron tres matrices de datos:

- Una matriz de secuencias de COI conformada por 17 especies y 999 caracteres. En
algunas pocas especies no pudo completarse toda la secuencia, por lo que algunos sitios
fueron codificados como “datos faltantes”.

- Una matriz morfologica, elaborada por Lanteri para ser utilizada en este estudio
(Apéndice 1), que consta de 17 unidades terminales y 30 caracteres, de los cuales 23
corresponden a la morfologia externa (caracteres 1 a 23), seis a los genitales de la
hembra (caracteres 24 a 29) y uno a los genitales del macho (caracter 30). Asimismo 18
de dichos caracteres son doble estado y 12, multiestado.

- Una matriz combinada compuesta por 17 unidades terminales y 1029 caracteres (999
correspondientes a secuencias del gen COI y 30 a la morfologia).

Dado que se tratd de un estudio a nivel especifico donde las especies se
encuentran bien diferenciadas y no se esperarian divergencias entre arboles de genes y
arboles de especies (de Queiroz, 1993), se realiz6 el andlisis simultaneo de la matriz
molecular y la morfologica (matriz combinada) mas alld del grado de incongruencia
entre los dos conjuntos de datos (Nixon & Carpenter, 1996).

2.2.1.b En Anthonomus grandis.

61 secuencias del fragmento amplificado en el gen COI y 42 pertenecientes al
fragmento amplificado del gen COII se compararon entre si y en base a esto se
definieron las diferentes variantes mitocondriales existentes en todas las poblaciones o
“haplotipos”.

Se construyeron dos matrices de datos:

-Una matriz para el gen de COI conformada por 23 haplotipos y 279 caracteres.

-Una matriz para el gen de COII conformada por 15 haplotipos y 327 caracteres. En
algunos individuos no pudo completarse toda la secuencia, por lo que algunos sitios
fueron codificados como “datos faltantes”.

En este caso ambas matrices fueron analizadas de manera separada, pues en los
estudios a nivel intraespecifico pueden producirse diferentes topologias para cada arbol
de genes, ya que las ramas internas son suficientemente cortas para evidenciar
discordancias debidas a las diferentes historias de ramificacion o “sorting” de linajes de

las diferentes genealogias génicas (de Queiroz, 1993).
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2.2.2 Tratamiento de los caracteres.

Cada sitio nucleotidico del alineamiento constituyd un cardcter en el analisis
cladistico de las secuencias.

2.2.2.a En el complejo Pantomorus-Naupactus.

Los caracteres de las tres matrices fueron analizados como no ordenados o no
aditivos, y bajo distintas estrategias de pesado: bajo pesos iguales, bajo pesos
diferenciales y bajo diferentes costos de transformacion entre transversiones y
transiciones.

El andlisis bajo pesos iguales se llevo a cabo con el programa NONA version 2.0
(Goloboff, 1999).

El analisis bajo pesos iguales implica asignar a priori un peso =1 a todos los
caracteres, aunque la mayoria de los cladistas concuerdan en que los distintos caracteres
no aportan en igual medida a la resolucion de las relaciones cladisticas entre los taxa
(Goloboff, 1998a). Por lo tanto se realiz6 también un analisis bajo pesos diferenciales.

El problema de como asignar peso a los caracteres ha sido muy discutido (Farris,
1969; Carpenter 1988, 1994; Goloboff, 1993). La mayoria de los autores coincide en
que no existe un criterio objetivo para asignar pesos diferenciales a priori del analisis.
En el caso particular de las secuencias de ADN algunos especialistas han propuesto
asignar un peso nulo o menor a los caracteres que ocupan las terceras posiciones de los
codones. Estos sitios del ADN tienen una tasa de sustitucion mayor en relacion a la
primera y segunda posiciones, debido a que presentan una menor presion de seleccion,
siendo la mayoria sustituciones sinénimas, es decir que no provocan el cambio del
aminoacido codificado. Sin embargo, autores como Kéllersjo et al (1999), demostraron
que muchas veces la estructura del arbol puede estar dada en su mayoria por la
informacion aportada por las terceras posiciones, de manera que al disminuir
arbitrariamente su peso a priori se estaria perdiendo importante informacion
filogenética.

Farris (1969) propuso un método de pesado “a posteriori” denominado “pesado
sucesivo”, que estd implementado en el programa Hennig86 (Farris, 1988) y ha sido
muy utilizado. Es un método iterativo donde en cada corrida se asigna mayor peso a los
caracteres con menor grado de homoplasia en el arbol anterior, y asi sucesivamente.
Cuando un nuevo andlisis produce idénticos resultados al precedente, el proceso se

detiene.
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Una modificacion al método de pesado sucesivo de Farris, es el analisis por
pesos implicados (Goloboff, 1993). Este método le asigna peso a los caracteres durante
las busquedas, usando una funcién creciente y concava de la homoplasia y
seleccionando los arboles que minimizan esta funcion. La idea es que los arboles que
maximizan la citada funcion resuelven el conflicto entre caracteres en favor de aquéllos
que presentan menos homoplasia para esos arboles. El peso de un caracter es una
funcion de su ajuste a un arbol, por lo tanto los pesos quedan determinados por los
arboles en cada comparacion, y no necesitan tomarse como datos ni permanecer fijos
durante el andlisis. Lo que en definitiva determina los pesos es el resultado del mismo
analisis. Esta es una diferencia importante con el método de pesado sucesivo de Farris,
donde los arboles son comparados de acuerdo con las implicancias del caracter en un
arbol obtenido en un andlisis previo.

En este trabajo de tesis se utilizd el método de pesos implicados de Goloboff,
implementado en el programa PIWE version 3.0 (Goloboff, 1997). PIWE presenta seis
diferentes constantes para la funcion de concavidad (K= 1,2,3,4,5,6). Las tres primeras
K=1=2=3 pesan mas fuertemente en contra de los caracteres homoplasticos, mientras
que K=4=5=6 lo hacen mas débilmente. Se analizaron los distintos valores de K, a fin
de evaluar la estabilidad de los resultados en cada caso.

Por otra parte, para los datos moleculares, se realizd ademas un analisis que
pesara diferencialmente los distintos tipos de transformaciones del ADN, en vez de los
caracteres. Los cambios de bases posibles en una secuencia de ADN se clasifican en:
transversiones (Tv), que son cambios entre una purina y una pirimidina o viceversa, y
transiciones (Ts) que son cambios purina-purina o pirimidina-pirimidina. Si bien es
sabido que las transiciones son mas frecuentes que las transversiones y que suelen
saturarse rapidamente, la relacion entre los dos tipos de transformaciones no es medible
en ausencia de una filogenia previa que determine el modelo evolutivo para los costos
de transformacion. La circularidad de la interaccion entre la especificacion de estos
valores a priori y su inferencia a posteriori es un problema central en el andlisis
filogenético de datos de secuencias de ADN (Wheeler, 1995). Por lo tanto es necesario
realizar un analisis de sensibilidad o “sensitive analysis” (sensu Wheeler, 1995),
poniendo a prueba diferentes costos para la relacion transversion/transicion, a fin de
evitar fijar a priori un valor arbitrario.

El andlisis de diferentes costos de transformacion para transversiones y

transiciones se llevd a cabo con el programa SPA version 1.9 (Goloboff, 1998b). Los
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diferentes valores de costos utilizados fueron: Tv/Ts = 1/0 = 2/1 = 4/1 = 6/1 = 8/1 =
10/1.

2.2.2.b En Anthonomus erandis.

Los caracteres fueron analizados como no ordenados o no aditivos. En este caso,
se llevo a cabo solamente el andlisis bajo pesos iguales con el programa NONA version

2.0 (Goloboft, 1999).

2.2.3 Busqueda de los arboles de longitud minima.

Existen dos tipos de estrategias basicas para obtener el o los arboles més cortos,
exactas y heuristicas. La primera garantiza que se ha encontrado el arbol mas corto y las
otras no, pero las busquedas exactas s6lo puede aplicarse en la practica a matrices de no
mas de 15 taxones.

Una estrategia de busqueda heuristica aconsejable es partir de uno o mas arboles
de Wagner iniciales (este es un algoritmo bésico de construccion para la cladistica, con
secuencias de adicion al azar de los taxones) y aplicar a ellos permutacion de ramas.

La permutacién de ramas o “Branch swapping” consiste en tomar los mejores
arboles obtenidos hasta el momento, cortar una rama y moverla a otras partes del arbol,
calculando en cada caso la longitud. Esto permite, idealmente, aproximarse a los arboles
optimos. Los cambios de ramas pueden hacerse de dos formas distintas: el corte simple
y el corte con re-enraizamiento conocidos en inglés como “subtree pruning regrafting”
(SPR) y “ tree bisection reconection”(TBR), respectivamente. El corte simple o SPR
toma cada nodo del arbol, lo corta y lo mueve a cada ubicacion disponible; el corte con
re-enraizamiento o TBR reenraiza el grupo cortado en todas sus posibles raices y en
cada caso lo ubica en todas las posiciones posibles.

En los casos en que se utilizd la busqueda exacta, se parti6 del comando
“whennig” para crear un arbol de Wagner y luego se aplicé el comando de rearreglos
multiples “mswap+”. Los “swapeadores multiples” cortan los arboles en mas de un
punto al mismo tiempo y por lo tanto producen mas rearreglos. El “mswap+" corta un
arbol de T taxones en T-3 puntos, produciendo, por reacomodamientos del tipo TBR,
todos los arboles posibles, por lo tanto es una solucion exacta.

En el caso de las busquedas heuristicas, la permutacion de ramas no garantiza
encontrar todos los arboles de longitud minima. A veces puede ser imposible llegar
desde el arbol que se estd permutando hasta otro arbol de longitud menor o igual, a

menos que se pase a través de arboles de longitud mayor. Esto se conoce como el
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problema de las islas. Se interpreta que los arboles que no estan conectados entre si por
medio de arboles de longitud minima estan en islas distintas. Una manera de
solucionar el problema de las islas es usar distintos puntos de partida para la
permutacion de ramas, de forma que se pueda llegar a arboles de distintas islas. Para
esto suelen utilizarse distintos arboles de Wagner producidos por diferentes secuencias
de adicion. En la medida que a partir de distintas secuencias de adicion se llega al
mismo resultado, aumenta la certeza de haber encontrado todos los arboles optimos
(Goloboft, 1998a).

El algoritmo utilizado para las biisquedas heuristicas fue entonces MULT*N con
N = 10 replicaciones. Este comando crea N arboles de Wagner con secuencias de
adicion al azar (6 sea que se parte de 10 secuencias de adicion distintas) y a partir de
cada uno hace permutacion de ramas del tipo TBR, reteniendo en cada replicacion los
arboles distintos y mas cortos hallados. Cuando todas las réplicas obtuvieron arboles de
longitud minima, no fue necesario adoptar estrategias de busqueda mas rigurosas. En
los casos en que no todas las réplicas obtuvieron los arboles mas cortos se realizé un
“swapeo” adicional mediante el comando max* a fin de reportar todos los cladogramas
presentes en las islas halladas. Este es uno de los algoritmos de busqueda heuristica mas
exhaustivo que suele realizarse.

Todos los comandos de busqueda utilizados estan implementados en NONA, asi

como en PIWE y SPA

2.2.4 Calculo de los parametros del arbol.

El indice de consistencia de un caracter (c¢) fue introducido por Kluge & Farris
(1969), como una medida del ajuste del caracter a un arbol y fue definido como ¢ =m /s
donde m representa la variacion observada (llamada comunmente rango del caracter), es
decir la minima cantidad de pasos que ese caracter puede mostrar en cualquier arbol, y
s es el nimero de pasos del cardcter requerido por parsimonia, en un determinado arbol
(Farris, 1989). El valor s es equivalente al rango del caracter (m) mas el n® extra de
pasos U homoplasia que presente en determinado arbol: s = m + h. Cuando un caracter
no requiere homoplasia en un arbol 7 = 0y m = s, entonces el ajuste del caracter al
arbol es perfectoy ¢ = 1.

Para computar este indice para un conjunto de caracteres, cada s y m es sumada
para todos los caracteres, dando C, M y S totales para un determinado arbol (Farris,

1989). El arbol que presente menor n° de pasos extra (homoplasia) para todos los
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caracteres, o sea el arbol mas corto, es aquel que maximiza C = 2 mi / 2 si. C =1
cuando ningun cardcter presenta homoplasia sobre ese arbol. Cuanto menor es C, mayor
es el grado de homoplasia o nimero de pasos extra que presentan los caracteres sobre
ese arbol.

El indice de retencion (r) evalia el comportamiento del cladograma con respecto
al peor comportamiento posible. Se calcula para cada caracter, haciendo el cociente
entre la homoplasia observada y la maxima homoplasia posible: » = g-s/g-m, siendo g la
mayor cantidad de cambios homoplésicos posibles para ese caracter. Una vez calculado
este valor para todos los caracteres se calcula el R para todo el cladograma.

Los indices Ri y Ci fueron calculados con el programa WinClada v1.00.08

(Nixon, 2002).

2.2.5 Medidas de soporte de ramas.

Como método de remuestreo se utilizé el de “Jacknifing”, el cual se basa en
hacer alteraciones a la matriz de datos (mediante remuestreos al azar de todos o parte de
los caracteres) un numero dado de veces, calculando con qué frecuencia un grupo dado
se halla presente en los arboles dptimos. Los remuestreos al azar dan una idea de qué
proporcion de evidencia a favor y en contra hay para cada grupo, y por lo tanto, en qué
medida la adicion de nuevos caracteres puede modificar las conclusiones. Los valores
de jacknifing fueron calculados con el programa WinClada v1.00.08 (Nixon, 2002)
generando 100 réplicas de la matriz original.

Ademas se utilizd6 otro método de medida de soporte de ramas que no esta
basado en remuestreos, el “Bremer support” (Bremer, 1994). Este algoritmo calcula la
diferencia en longitud entre los &arboles mas cortos, con y sin la presencia de
determinado grupo, de modo que cuanto mayor sea esa diferencia, mejor apoyado estara
dicho grupo. Se calcula con el comando BSUPPORT N siendo N el nimero de pasos
extras para los arboles subdptimos. Se fij6 un N=7. Al aumentar el N, el nimero de
arboles suboptimos retenidos es cada vez mayor, y la memoria se llena facilmente ya
que esta programada para guardar 50 arboles. Esta programacion puede modificarse con
el comando “HOLD” que aumenta en la memoria el nimero de arboles que se pueden
retener y de esta manera incrementa el numero de arboles suboptimos revisados. En este
trabajo se utilizé “HOLD=20.000". El “Bremer support” estd implementado en NONA,
PIWE y SPA.
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2.2.6 Optimizacion de caracteres.

Es la asignacion de estados de caracteres a los nodos del arbol de acuerdo con un
modelo de parsimonia previamente establecido. Los caracteres que producen
homoplasia pueden presentar optimizaciones ambiguas, es decir que pueden definirse
como sinapomorfias que luego revierten (opcion del tipo acelerado o ACCTRAN) o
como caracteres con evolucion paralela en diferentes ramas (opcion del tipo retrasado o
DELTRAN). En este trabajo se utilizd la optimizacién de tipo acelerado, ya que
mantiene la hipdtesis de homologia del cardcter en lugar de plantear que pudo haber
surgido dos veces de manera independiente durante la evolucién, como lo supone
DELTRAN, en la cual la hipotesis de homologia de estado de caracter es rechazada.

La optimizacion de caracteres, tanto moleculares como morfoldgicos, se realizd

mediante el programa WinClada v1.00.08 (Nixon, 2002).

2.3 Analisis de Congruencia en el complejo Pantomorus-Naupactus.

Se estudid la congruencia entre los diferentes tipos de analisis y los distintos
conjuntos de datos en el estudio del complejo Pantomorus-Naupactus.

Los andlisis de congruencia se dividen en dos clases: la congruencia taxondmica
y la congruencia de caracteres (Wheeler, 1995).

La congruencia taxondémica se basa en la topologia y concierne a las
conclusiones entre diferentes andlisis filogenéticos. La informacion compartida puede
ser expresada en términos de grupos compartidos o mostrada como cladogramas
consenso (Nelson, 1979; Rohlf, 1982; Bremer, 1990). Si dos andlisis soportan cada uno
los mismos grupos son completamente congruentes.

La congruencia de caracteres (Mickevich & Farris, 1981) cuantifica el grado de
conflicto entre caracteres provenientes de distintos conjuntos de datos.

El estadistico de Mickevich y Farris (1981) estima el conflicto de caracteres
creado por la combinacién de los datos, independientemente del conflicto de caracteres
interno de cada data set. Se define la cantidad de incongruencia (D) como los pasos
extra del arbol resultante del analisis combinado con respecto a la suma de pasos de los
arboles obtenidos por separado.

Dxy =L(x +y) - (Lx + Ly)

Cuando el largo del arbol obtenido a partir del conjunto de datos combinados

L(x+y) es mayor que la suma de los largos de los arboles obtenidos por separado (Lx +
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Ly), D es mayor que cero y da una medida de la incongruencia entre ambas matrices. Si
los largos son iguales, D es igual a cero y las matrices son congruentes.

La significacion estadistica de esta medida de incongruencia se estima mediante
el método de (ILD) Incongruence Lenght Difference (Farris et al, 1994). Este ensayo
prueba estd basado en la prueba de U de una cola de Mann-Whitney (Lindgren, 1962),
y mide la significacion de la incongruencia entre distintos “sets” o particiones de datos,
poniendo a prueba la hipotesis nula de congruencia (D = 0), bajo una distribucién de
particiones al azar de todo el conjunto de datos (Farris et al., 1994). La significacion
estd dada por la distribucion de probabilidades de los valores de D bajo la hipdtesis
nula. Esta distribucion se obtiene a partir de un nimero W de particiones al azar de todo
el conjunto de datos en dos matrices de los mismos tamafios que las dos matrices
originales. Cada forma posible de repartir los datos en dos matrices de tamafio igual a
las originales tiene la misma probabilidad bajo la distribucion de la hipdtesis nula. A
partir de la distribucion de la hipodtesis nula, se obtiene un valor S igual al nimero de
particiones que den valores de D menores al D observado para las matrices originales.
La probabilidad de que el D observado sea suficientemente pequeio para considerarlo
distinto de 0 debido al azar, es decir la probabilidad de rechazar la hipotesis nula siendo
verdadera (error de tipo I ) se calcula como p=1- S/ (W+I).

El método de ILD se llevo a cabo para estimar estadisticamente la congruencia
de caracteres entre el set de datos molecular y morfolégico del complejo Pantomorus-
Naupactus. Se realizo con el programa WinClada v1.00.08 (Nixon, 2002) y se utilizé un
numero de particiones =999.

Si bien se utilizo la prueba de ILD como método para estimar estadisticamente el
grado de incongruencia entre distintos conjuntos de datos, no se condiciond el resultado
del mismo a la aplicacion del analisis combinado o simultdneo, en concordancia con lo
propuesto por Nixon & Carpenter (1996) y en contraposicion a Chippindale & Weins

(1994) que postulan abandonar el analisis combinado si los resultados son heterogéneos.
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2.4 Analisis filogeografico en Anthonomus grandis.

Este andlisis se llevd a cabo para el estudio de las poblaciones del picudo del

algodonero.

2.4.1 El método filogeografico.

Como metodologia per se la filogeografia fue revolucionaria en al menos tres
aspectos importantes (Avise, 2000):

El primer aspecto, surgido de los tempranos estudios del ADNm, fue la
introduccion de conceptos explicitos de filogenia en la evolucion intraespecifica.
Anteriormente a estos estudios habia una nocién de que la filogenia no tenia significado
en el nivel intraespecifico debido a que, por la reproduccion sexual de los organismos,
los linajes coespecificos eran reticulados mas que jerarquicamente ramificados. Hennig
(1966) distinguia claramente un patrén jerarquico ramificado para las especies y taxa
superiores (relaciones filogenéticas) y un patron reticulado o red de linajes
anastomosados, por debajo del nivel de especie, producto de las relaciones
reproductivas entre individuos (relaciones tocogenéticas). Bajo este marco conceptual,
no hubiese sido correcto intentar reconstruir filogenias de individuos de reproduccion
biparental (Lanteri, 1995b). Sin embargo, debido al modo de transmision asexual (sin
recombinacion) del ADNmt, los arboles de genes mitocondriales no son reticulados y si
jerarquicamente ramificados, ain en especies de reproduccion sexual (Avise et al.,
1994; Avise, 2000). De esta forma la historia del componente matrilineal de los
organismos puede ser inferida usando los algoritmos y perspectivas de la sistematica
filogenética.

El segundo aspecto revolucionario de la filogeografia, que se deriva del primero,
fue la introduccion y vision no ortodoxa de que organismos individuales pueden ser
tratados como OTU en un analisis genético poblacional. Esto se deriva 16gicamente del
hecho que cada animal presenta un haplotipo de ADN mitocondrial especificable,
heredado intacto, sin recombinacion intermolecular, a través de la via materna. En la
mayoria de los estudios intraespecificos basados en isoenzimas las complicaciones
mendelianas de la poliploidia, la segregacion genética y el “sorting” o reparto
independiente de los linajes, hacia necesario que las poblaciones, en lugar de los
individuos, sean tratados como unidades de estudio. Esto significé que las poblaciones
tuvieran que ser definidas de alguna manera (usualmente con un criterio geografico)

previo al andlisis. Una vez que la poblacion era definida, presentaria determinadas
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relaciones con otras poblaciones en algin estudio basado en frecuencias alélicas y asi
seria justificada. Actualmente, con el andlisis del ADN mitocondrial, este elemento de
circularidad no deseable puede ser removido de la interpretacion de patrones
poblacionales. La historia matrilineal de organismos individuales puede ser estimada sin
complicaciones provenientes de definiciones a priori de la unidad poblacional y ademas
sin preocuparse del error de muestreo que el nivel poblacional tiene que atender en el
analisis de frecuencias alélicas o genotipicas de colecciones finitas (Avise, 2000).

El tercer aspecto revolucionario del método filogeografico es que permite la
identificacion de eventos histdricos en las poblaciones, los cuales explicarian la actual
distribucion de la especie. Las metodologias tradicionales de la genética de poblaciones
no consideran los factores historicos cuando estiman el flujo génico intra e
interpoblacional. Los estudios filogeograficos, en cambio, permiten identificar patrones
que sefialan la existencia de barreras antiguas al flujo génico ya que tienen en cuenta el
flujo génico histérico y la fragmentacion poblacional en un contexto filogenético
(Avise, 2000). En consecuencia, el analisis filogeografico pone en evidencia los
diferentes grados de estructuracion poblacional de las especies estableciendo los
factores historicos que podrian haber causado dicha estructuracion (Avise et al. 1987).
Por ejemplo, si una especie estd fuertemente estructurada, en el filograma apareceran
filogrupos separados por “gaps” de varios pasos mutacionales. Estos “gaps” pueden
estar correlacionados con una mayor distancia geografica, pero también pueden estar
evidenciando algin otro tipo de aislamiento (ecologico o etoldgico) de largo plazo,
como eventos de fragmentacion historica. A su vez, dentro de cada filogrupo, los
haplotipos se separan generalmente por pocos pasos mutacionales. La presencia de
varios haplotipos distintos en un mismo filogrupo evidencia una mayor diferenciacion
genética y un tiempo relativo mayor de divergencia (Lanteri & Confalonieri, 2003).

La “teoria de la coalescencia” (Hudson, 1990) provee el marco conceptual para
el estudio de los procesos que influyeron histéoricamente sobre las poblaciones y que
dieron lugar a la distribucion actual de su variabilidad genética. Esta teoria es
basicamente un modelo de separacion de linajes y deriva génica que se retrotrae en el
tiempo, hasta un ancestro comun.

El concepto de coalescencia tiene una inevitable relacion entre los tradicionales
conceptos de la genética de poblaciones de tiempos de pérdida o fijacion de nuevas
mutaciones o tiempos de separacion de alelos idénticos por descendencia; asi como con

el concepto basico de coancestralidad o monofilia de la sistematica filogenética.
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En el marco de la filogeografia la idea de coalescencia es explicitada de la
siguiente manera: cuando una nueva mutacion alcanza la fijacion en una poblaciéon o
especie, todos los alelos de ese /locus son idénticos por descendencia (o coalescen) a
una sola copia del alelo en la cual surgio la mutacion. Cuando se interrumpe el flujo
génico entre dos poblaciones, éstas comenzaran a diferenciarse genéticamente hasta que
llegara un momento en que todos los alelos de cada poblacion tengan o coalezcan en un
ancestro comun mas cercano entre si, que con los alelos de la otra poblacion. A este
estado se lo denomina “monofilia reciproca”, y se llega luego de que los alelos han
transitado por estados previos de parafiletismo y polifiletismo en el arbol de genes
(Avise, 2000).

Si se hacen inferencias sobre el pasado historico de las poblaciones cuando éstas
todavia no alcanzaron el estado de monofilia, es posible hallar todavia variacion alélica
ancestral, que puede ser interpretada erroneamente como debida a flujo génico
interpoblacional. El “sorting” de los alelos hasta alcanzar el estado de monofilia es una
de las causas fundamentales por las que el arbol de un gen mitocondrial puede diferir
sustancialmente del arbol de organismos cuando se trabaja a nivel microevolutivo (ver
figura 1). Por lo tanto es necesario producir diferentes genealogias para estimar la

verdadera filogenia de los organismos (Avise, 2000).

2.4.2 Pasos del andlisis filogeografico.

-Cada haplotipo fue considerado como unidad terminal en el andlisis cladistico.
Como la presencia y frecuencia de haplotipos en las distintas poblaciones es diferente
(algunas son monomorficas y otras presentan una gran diversidad), en algunos casos los
haplotipos empleados como unidades terminales representaron un individuo de una
poblacion, y en otros casos representaron varios individuos de la misma poblacion o

presentes en mas de una poblacion.

-Se realiz6 el andlisis de parsimonia y la optimizacion de los caracteres en cada
rama.

-Los cladogramas resultantes del analisis se transformaron en filogramas. Los
filogramas son cladograma sin raiz y con longitud de ramas de acuerdo con la cantidad

de cambio acumulado (evidenciado en la optimizacion de caracteres).
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-En los filogramas se tuvieron en cuenta también las frecuencias y la
distribucion geografica de los haplotipos, a fin de interpretar los procesos evolutivos
responsables de la dispersion de la especie en estudio.

-El patron de distribucion obtenido fue comparado con patrones filogeograficos
de varias especies codistribuidas, lo que contribuy6 a plantear hipotesis sobre posibles
eventos comunes de vicarianza o dispersion y a identificar las causas geoldgicas,
ecoldgicas o etoldgicas que pudieran haber influido en la estructuracion actual de la

especie.
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CAPITULO III

Estudio filogenético en el complejo

Pantomorus-Naupactus
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1. ANTECEDENTES.

1.1 El problema sistematico.

La subfamilia Entiminae retine los denominados “gorgojos de rostro corto” y es
la mas diversa dentro de Curculionidae, con alrededor de 12.200 especies distribuidas a
nivel mundial (Lanteri et al., 2002a, Alonso-Zarazaga & Lyal, 1999). Analisis
filogenéticos recientes (Marvaldi et al., 2002), basados en evidencia morfoldgica y
molecular, sefialan que se trata de un grupo monofilético que reune numerosas tribus
entre las cuales la mejor representada en la Republica Argentina es Naupactini, también
monofilética y de distribucion casi exclusivamente Neotropical.

El género mas diverso de Naupactini es Naupactus Dejean, distribuido desde
Meéxico hasta la Argentina, con alrededor de 200 especies, 60 de ellas presentes en
nuestro pais. Las especies de Naupactus habitan generalmente en areas de selva y
bosque xérofilo y se las suele encontrar sobre arboles y arbustos. Otros géneros de
América del Sur, considerados filogenéticamente proximos a Naupactus como,
Asynonychus Crotch, Aramigus Horn, Atrichonotus Buchanan, Graphognathus
Buchanan y Pantomorus Schoenherr, se distribuyen principalmente en areas de
vegetacion abierta y se asocian preferentemente con pastos y hierbas. Todos los géneros
mencionados precedentemente, y probablemente algunos mas, forman parte del
complejo Pantomorus - Naupactus, denominacion acufiada por Buchanan (1939) y
empleada posteriormente por Lanteri y colaboradores (Lanteri & O’Brien, 1990; Lanteri
& Morrone, 1995).

Desde el punto de vista morfologico, las especies de Naupactus se distinguen de
los demés géneros del complejo, principalmente porque presentan tamano mediano a
grande (mayores de 15 mm), antenas muy largas, hombros salientes, alas metatoracicas
desarrolladas y ovipositor con un par de hileras de setas hacia el lado externo de los
baculi. En los restantes géneros las especies son generalmente mas pequefias (no
superan los 5- 10mm), con antenas cortas a medianas, hombros reducidos o ausentes,
alas metatoracicas no desarrolladas y ovipositor sin setas.

Los caracteres previamente mencionados resultan insuficientes para realizar una
buena caracterizacion de los géneros del complejo Pantomorus-Naupactus sobre la base
de un criterio filogenético, y algunos de ellos, tales como la reduccion de las alas

metatoracicas, podrian conducir al reconocimiento de taxones artificiales basados en
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convergencias, surgidas como adaptaciones a ambientes similares (de vegetacion
abierta).

Frente a esta situacion, distintos especialistas han adoptado diferentes criterios
para la delimitacion genérica. Por ejemplo, Buchanan, considerd a Asynonychus,
Aramigus, Atrichonotus, Graphoganthus y Phacepholis Horn (el ultimo s6lo presente
en USA) como subgéneros de Pantomorus (Buchanan, 1939), mientras que Wibmer &
O’Brien (1986) trataron a la mayor parte de estos géneros como sinénimos de
Pantomorus, todos basandose en el cardcter compartido de la reduccion de hombros y
alas. Por otra parte Lanteri y colaboradores consideraron a dichos géneros como
independientes de Pantomorus sensu lato (taxdn probablemente artificial), debido a que
presentan ciertos caracteres apomorficos, principalmente en los genitales (Lanteri, 1990;
Lanteri & O’Brien, 1990; Lanteri & Diaz, 1994; Lanteri & Marvaldi, 1995). Ademas
Lanteri & Morrone (1995) sugirieron que Eurymetopus Schoenherr podria formar parte
del complejo Pantomorus-Naupactus debido a su proximidad con Atrichonotus y
Graphognathus. Morrone (1999) transfiri6 todas las especies de América del Sur
asignadas tradicionalmente a Pantomorus, al género Naupactus, y considerdo que el
nombre Pantomorus deberia emplearse s6lo para las especies de México (alrededor de
34), pais de donde procede la especie tipo de dicho género.

Los cambios en la delimitacién de los géneros han dado lugar a numerosos
cambios nomenclaturales. La extensa sinonimia de algunas de las especies del complejo
Pantomorus-Naupactus (ver tabla 5) refleja el grado de controversia en torno a su
clasificacion y la complejidad que enfrentaron, a lo largo de los afios, los distintos
especialistas que trabajaron en este diverso grupo de organismos.

La profundizacion de los estudios taxonomicos y filogenéticos seguramente
obligara a la redefinicion de los géneros mencionados sobre la base de un criterio de
monofilia. Los aportes realizados por Lanteri y colaboradores en los géneros
Atrichonotus (Lanteri & O’Brien, 1990), Phacepholis (Lanteri, 1990), Aramigus
(Lanteri & Diaz, 1994; Normark & Lanteri, 1998) y las especies del grupo de
Pantomorus auripes (Lanteri, 1995) han demostrado la utilidad de la metodologia
cladistica para reconocer grupos monofiléticos en el complejo Pantomorus-Naupactus,
y en el caso de Aramigus, la importancia de emplear informacién molecular ademas de
la morfolégica (Normark & Lanteri, 1998).

La mayoria de los estudios filogenéticos realizados hasta el momento en

especies del complejo (Lanteri, 1986, 1990, 1995; Lanteri & O'Brien, 1990; Lanteri &
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Diaz, 1994; Lanteri & Morrone, 1995; Normark & Lanteri, 1998), se refieren a un solo
género o a pequenos grupos de especies afines relacionadas, y por lo tanto no permiten
poner a prueba la monofilia de los distintos géneros pertenecientes al complejo. Un paso
fundamental para avanzar en el estudio del complejo Pantomorus-Naupactus es
reconocer los grupos naturales (ya sean géneros o grupos de especies) dentro del mismo
y analizar sus relaciones de parentesco en un contexto global, a fin de disponer de
evidencia suficiente para adoptar las decisiones taxonomicas que resulten mas
apropiadas.
Para el presente estudio, se han elegido especies de América del Sur
representativas de los distintos géneros, con las cuales se realizd un anélisis
filogenético, basado tanto en datos morfologicos como en secuencias de ADN
mitocondrial; a fin de establecer los grupos naturales dentro del complejo Pantomorus-
Naupactus, poniendo a prueba la hipotesis de monofilia de los distintos géneros
integrantes del grupo.
Las principales preguntas que se pretende responder mediante este estudio son
las siguientes:
> (Cuales géneros de los que actualmente integran el complejo Pantomorus-
Naupactus son monofiléticos?

> ¢(La propuesta de algunos autores de considerar a Asynonychus, Aramigus y
Graphognathus como sinonimos de Pantomorus o de Naupactus estaria apoyada
por la evidencia filogenética?

> (El género Eurymetopus forma parte del complejo Pantomorus-Naupactus?
(Qué sinapomorfias morfoldgicas justifican los grupos monofiléticos reconocidos?

> (Estos grupos, son también recuperados por los datos del ADNmt?
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1.2 Evolucion de caracteres adaptativos.

La metodologia cladistica resulta también de gran utilidad para poner a prueba
hipdtesis para interpretar la evolucion de ciertos caracteres posiblemente adaptativos
(Brooks & McLennan, 1991; Cigliano & Morrone, 2000). Para ello es preciso contar
con cladogramas de los grupos cuyo caracter (o caracteres) se quieren analizar,
identificar los linajes donde se ha producido una evolucion del caracter supuestamente
adaptativo y determinar la secuencia de transformacion de dicho caracter y los cambios
ambientales que habrian acompafiado tal transformacion.

Los caracteres adaptativos son aquellos que confieren a los organismos alguna
ventaja o utilidad, y que surgieron histéricamente por seleccion natural. Un carécter
apomorfico posiblemente adaptativo en el grupo de gorgojos en estudio es la presencia
de partenogénesis, en contraposicion con la reproduccion sexual (cardcter plesiomorfico
ancestral), ya que les conferiria una ventaja a las especies que han colonizado ambientes
de vegetacion abierta. El tema de la evolucion de la partenogénesis reviste gran interés
no solo desde el punto de vista tedrico sino también aplicado, pues un mejor
conocimiento podria contribuir a predecir el avance de ciertas especies sobre zonas de
cultivos. Muchas especies con este tipo de reproducciéon se comportan como plagas y
han demostrado una mayor capacidad de dispersion y colonizacion que sus “parientes
diploides” en ambientes marginales de condiciones extremas o disturbados (como por
ejemplo agroecosistemas).

La partenogénesis, tipo de reproduccién a partir de hembras virgenes, en
Curculionoidea es telitdquica (las hembras producen s6lo hembras en su descendencia)
y apomictica o ameidtica (aborta la primera divisiéon reduccional de la meiosis en la
gametogénesis), por lo cual suele estar relacionada con poliploidia, existiendo formas
desde triploides hasta decaploides. Para explicar el origen de la poliploidia se ha
planteado que las hembras que presentan una alteracion en su gametogénesis y producen
ovulos 2n, podrian ser fecundadas por machos normales (producen esperma haploide),
dando una descendencia triploide incapaz de reproducirse sexualmente, pero viable
gracias a la partenogénesis.

Dentro de los Curculionidae, la partenogénesis se ha registrado en tres
subfamilias: Scolytinae (escarabajos de la madera), Listroderinae, y Entiminae
(Suomalainen et al., 1987; Lanteri & Normark, 1995). Previamente a los trabajos de
Lanteri y colegas (Lanteri, 1993; 1995; Lanteri & O’Brien, 1990; Lanteri & Normark,
1995; Normark & Lanteri, 1996, 1998), s6lo se habian reportado tres especies
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partenogenéticas para la tribu Naupactini (Entiminae): Naupactus peregrinus,
Naupactus leucoloma y Asynonychus cervinus; las cuales fueron introducidas desde
América del Sur en los Estados Unidos junto con diversos cultivos (Suomalainen ef al.,
1987). Lanteri & Normark (1995) brindaron una lista de alrededor de 30 especies con
alta probabilidad de incluir linajes partenogenéticos, sobre la base de la ausencia de
machos en las poblaciones, y mapearon el caricter partenogénesis sobre distintos
cladogramas de especies de Naupactini, para analizar el surgimiento independiente de
dicho caracter.

Un hallazgo de importancia en el estudio de la partenogénesis en gorgojos fue el
descubrimiento del fendmeno de partenogénesis geografica en especies de América del
Sur, ya que éste habia sido descripto s6lo para especies europeas de Otiorhynchus.
Lanteri (1984, 1993), Lanteri & Diaz (1994) y Lanteri & Marvaldi (1995) postularon
que A. cervinus, A. tesssellatus, N. peregrinus y N. leucoloma presentarian
partenogénesis geografica, y que existen linajes sexuales de cada una de estas especies
asociados con su area de distribucion original y linajes partenogenéticos distribuidos en
areas de colonizacion reciente (praderas de América del Sur y de otras latitudes donde
las especies fueron introducidas accidentalmente con cultivos). Por otra parte, Normark
(1994) demostro la presencia de poliploidia en especies de Aramigus, y Normark &
Lanteri (1998) realizaron un analisis cladistico de este género, en el que postulan un
origen hibrido de dichos linajes, basdndose en que la incongruencia entre los conjuntos
de datos empleados en el analisis (secuencias del gen COI y caracteres morfologicos) se
observa principalmente en los linajes de reproduccion sexual.

Otro aspecto que ha despertado un gran interés en el estudio de Ia
partenogénesis, en los Ultimos afios, ha sido la asociacidbn entre especies
partenogenéticas y la bacteria endosimbionte Wolbachia (Huigens et al, 2000). Esta
bacteria se ha encontrado en un gran nimero de especies de Nematodos y Artrépodos,
incluyendo  Chelicerados, Crustaceos, Tracheados (Collembola), e Insectos
(Neuropteros, Hemipteros, Hymendteros, Psocopteros, Thysandpteros y Coleodpteros),
lo cual permitiria inferir una coevolucién muy antigua para la asociacion huésped
eucariota-simbionte procariota (Warren et al, 1995). Esta bacteria seria la responsable
de la alteracion de la gametogénesis y posterior origen de partenogénesis en varias
especies. Hasta el presente la induccion de partenogénesis por Wolbachia ha sido
demostrada solo para hembras de himendpteros de la serie parasitica con haplodiploidia

(familias Trichogrammatidae, Pteromalidae, Eucoilidae y Aphelinidae).
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Dentro de Curculionoidea, Wolbachia se ha encontrado en el gorgojo de la
alfalfa de USA, Hypera postica (Hyperinae) (Leu et al, 1989), en Aramigus tessellatus
(Werren et al, 1995) y en Scolytinae (Peleg & Norris, 1972 a y b). Recientemente,
miembros de este grupo de investigacion, han reportado la presencia de Wolbachia en
otra especie del complejo Pantomorus — Naupactus, Asynonychus cervinus (Rodriguero
et al, 2004). Hasta el presente, no se ha comprobado que la bacteria sea responsable de
la induccidon de partenogénesis de estos gorgojos, pero produciria “incompatibilidad
citoplasmica” (CI) en Hypera postica. La CI determina la muerte de los embriones o
que estos dejen muy poca descendencia cuando se realizan ciertos cruzamientos, por
ejemplo de hembras no infectadas con Wolbachia y machos infectados, o de hembras y
machos que tiene diferentes cepas de Wolbachia. Ademas, dado que la CI produciria
reduccion del flujo génico entre poblaciones, se ha propuesto que podria favorecer su
divergencia y por lo tanto constituiria un factor de especiacion (Werren, 1998).

En esta tesis se estudiara de manera preliminar la evolucion de la partenogénesis
en el complejo Pantomorus — Naupactus, intentando contribuir al estudio de la

evolucion del cardcter en Curculionidae y a explicar sus posibles causas.

1.3 Caracteristicas biologicas v dafios a los cultivos.

Las especies del complejo Pantomorus-Naupactus se consideran polifagas, ya
que tienen la capacidad de alimentarse sobre diferentes grupos vegetales dentro de las
Angiospermas. Sin embargo, a medida que se profundizan los estudios sobre
asociaciones biologicas y evolucion de fitofagos y sus huéspedes o asociados, se ponen
en evidencia preferencias alimentarias por determinadas familias vegetales (Marvaldi et
al., 2002); por ejemplo, las especies de Naupactini que se distribuyen en las provincias
biogeograficas Chaquefia y Pampeana, prefieren las leguminosas, solaniceas y
asteraceas (Lanteri ef al., 2002a)

Estos gorgojos cumplen su ciclo de vida generalmente en un afio, aunque en
ambientes con temperaturas mas elevadas el periodo se puede acortar, y en areas mas
frias se puede extender a dos afos. La mayor parte del ciclo transcurre en el suelo, en
estado de larva, la cual se alimenta de los tejidos externos de las raices de las plantas
afectando principalmente la corteza y el floema; la pupacion también es subterranea.
Los picos de emergencia de adultos se suceden desde el principio de la primavera hasta
fines del otofio, de modo que durante todo el periodo estival hay adultos alimentandose

sobre el follaje y larvas danando las raices (Lanteri, 1994).
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Una vez emergidos de la celda pupal, los adultos pierden los procesos
mandibulares caducos tipicos de los Entiminae que les facilitan dicha emergencia, y
comienzan a alimentarse de las partes verdes de la planta (preferentemente bordes de las
hojas y brotes tiernos). Pasado un periodo de pre-oviposicion, comienza la copula y la
oviposicién, que puede realizarse en el suelo (oviposicion hipodéfica), o sobre las
plantas (oviposicion epifitica), por lo general en grietas donde los huevos se ocultan de
posibles depredadores (Lanteri ef al, 2002b).

Las mayoria de las especies del complejo Pantomorus-Naupactus realizan
puestas de huevos en masa, cementados con una sustancia viscosa que se endurece al
secar. El nimero mas frecuente de huevos por postura oscila entre 10 y 25, pero puede
llegar a mas de 70, dependiendo de las plantas que hayan servido como alimento al
adulto. Las leguminosas determinan puestas de numerosos huevos, no asi las gramineas
(Lanteri, 1994).

El dafio mas significativo que estas especies pueden causar a distintos cultivos y/
o plantaciones lo provocan las larvas. La accion de sus potentes mandibulas determina
surcos caracteristicos en las raices y en las zonas atacadas se forma un tejido
cicatrizante y de proteccion, el cual falta en los surcos recientes que resultan asi
susceptibles a la contaminacién por agentes patdgenos (Lanteri, 1994). En algunos
casos en que aumenta mucho la densidad poblacional, los adultos pueden causar una
intensa defoliacion que también resulta perjudicial para las plantas.

La mayor parte de las especies analizadas en este estudio forman parte del
denominado “grupo de gorgojos de la alfalfa” (Brewer & Varas, 1973; Lanteri, 1994),
integrado por alrededor de 22 especies, que en conjunto causan un gran perjuicio a los
alfalfares del area pampeana de la Argentina (provincias de Bs. As, Cérdoba, Entre
Rios, La Pampa y Santa Fe). Los alfalfares constituyen un habitat adecuado y una
fuente de alimento rica y semipermanente para estos gorgojos, que suelen invadir y
establecerse en dichos cultivos, disminuyendo notablemente la produccion,
principalmente cuando el aumento de sus poblaciones se asocia con otros factores tales
como presencia de malezas y otras plagas o enfermedades (Lanteri, 1994). Por esta
razon el grupo de gorgojos de la alfalfa, se considera una plaga primaria, junto con los
pulgones y las orugas cortadoras y defoliadoras (Itria, 1964; Harcourt et al, 1986).

Algunos de los “gorgojos de la alfalfa” (Aramigus tessellaus, Asynonychus
cervinus, Atrichonotus taeniatulus, Graphognathus leucoloma, G. minor) también

suelen causar dafios en otros cultivos del drea pampeana como soja, girasol y cereales; e
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inclusive han sido introducidos accidentalmente en paises de otras latitudes (Australia,
Nueva Zelandia, Europa, Estados Unidos y Sudéfrica) donde se comportan como serias
plagas (Lanteri, 1994; Lanteri et al, 1997; Lanteri et al, 2002b). Por ejemplo, en los
Estados Unidos, Graphognatus leucoloma 'y G. minor se conocen con el nombre vulgar
de “white- fringed weevils” y son muy dafiinas para las legumbres, principalmente
porotos; y A. cervinus se conoce como ‘“rose weevil”, por sus dafios en plantas de
invernaculo.

Debido a su frecuente asociacidon ecoldgica con arboles y arbustos, algunos
Naupactus suelen causar dafios en frutales, plantas de jardin y vid (V. verecundus y N.
xanthographus), y/o son perjudiciales para citricos en la mesopotamia Argentina y en
Brasil (N. ambiguus, N. dissimulator, N. navicularis) (Lanteri et al, 2002b). La especie
empleada como outgroup en el andlisis cladistico, Teratopactus nodicollis, también se
considera dafiina para los citricos (Lanteri et a/, 2002b), como asi también Asynonychus
cervinus, especie actualmente cosmopolita presente tanto en ambientes abiertos (forma
partenogenética) como de selva o bosque (forma sexual) (Lanteri, 1993; Lanteri &

Normark, 1995).
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2. HIPOTESIS PUESTAS A PRUEBA.

2.1 En el campo de la sistematica.
> Naupactus seria un género parafilético, a partir del cual han surgido diversos
linajes que habrian acumulado independientemente un gran numero de
caracteres apomorficos. Varios de estos linajes han sido descriptos como

géneros diferentes.

» Pantomorus, en sentido amplio, seria un grupo polifilético basado en caracteres
convergentes, principalmente la reduccion de la zona humeral de los élitros y la
ausencia de alas metatordcicas. Dichos cambios estarian asociados con la

colonizacion de ambientes de vegetacion abierta.

2.2 En relacion con la congruencia de caracteres.

» Congruencia entre la matriz de datos correspondiente a las secuencias de ADN

mitocondrial y la matriz de datos morfologica confeccionada por Lanteri

(Apéndice).

2.3 En relacion con la evolucion de caracteres supuestamente adaptativos.

> Ocurrencia independiente de la partenogénesis en el grupo en estudio y su
asociacion con linajes que han colonizados ambientes de vegetacion abierta,

marginales para la distribucion del complejo Pantomorus-Naupactus.
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3.

OBJETIVOS PARTICULARES

Realizar un andlisis de parsimonia de las especies del complejo Pantomorus-

Naupactus, utilizando secuencias del gen COI, bajo diferentes esquemas de

pesado.

Llevar a cabo el mismo tipo de andlisis sobre la matriz de datos morfologicos.

Realizar un andlisis combinado o simultineo de la evidencia morfoldgica y

molecular.

Evaluar la congruencia taxondmica, comparando las topologias de los
cladogramas basados en datos morfoldgicos y moleculares, y discutir sus

principales diferencias.

Evaluar la congruencia de caracteres de los conjuntos de datos moleculares y

morfologico, mediante el método de ILD de Farris ef al. (1994).

Analizar la evolucion de caracteres posiblemente adaptativos (e.g. presencia de
partenogénesis apomictica) y su correlacion con factores ambientales, mediante
la optimizacion de dichos caracteres sobre el cladograma resultante del andlisis

combinado.
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4. ESTRATEGIA Y MATERIALES DE ESTUDIO

Se seleccionaron 16 especies del complejo Pantomorus-Naupactus que constituyen
una buena representacion de la diversidad del grupo en el area comprendida entre el sur
de Brasil, Paraguay, centro-norte de Argentina y Uruguay, incluyendo areas de monte o
selva en galeria de los rios Parand, Uruguay y de La Plata (provincias biogeograficas
paranaense y chaquefia), y 4reas de vegetacion abierta (provincia biogeografica
pampeana).

De estas especies una pertenece al género monotipico Asynonychus, una a
Aramigus, dos a Graphognathus, dos a Eurymetopus, cuatro a Pantomorus y seis a
Naupactus. Ademas se estudid la especie Teratopactus nodicollis (Heller), utilizada
como outgroup en el andlisis cladistico. Teratopactus es un género afin a Naupactus que
se distribuye en Brasil, Paraguay y Argentina, registrando la mayor diversidad
especifica en Brasil (Lanteri, 1981). Los datos de distribucién y asociaciones con
plantas huéspedes de todas las especies estudiadas se brindan en la tabla 5.

Se obtuvieron secuencias de las dos mitades del gen mitocondrial de Citocromo
Oxidasa I para un ejemplar por cada especie del complejo Pantomorus-Naupactus y del
outgroup. Se realizé el analisis filogenético de las mismas, bajo diferentes métodos de

pesado, utilizando ademas los datos morfoldgicos provistos por Lanteri. (Apéndicel).
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Tabla 5: Asignaciones genéricas y distribuciones geograficas de las especies del complejo Pantomorus —

Naupactus. Se indican también las diferentes asociaciones con plantas hospederas.

Especie

Asignacion

Distribucion

Asociacion con plantas

genérica

hospederas

Aramigus tessellatus Asynonychus Argentina, sur de Brasil y Bordes de la selva
(Say 1824) Eurymetopus Uruguay. Introducida en Chile, Paranaense en galeria y
Naupactus Meéxico y EE. UU. pastizales de la
Pantomorus provincia Pampeana. Alfalfa,
trigo, avena y cebada.
Asynonychus cervinus | Aramigus Argentina y Brasil. Introducida en Bordes de la selva
(Boheman 1840) Naupactus Chile, EE.UU, Europa, Hawaii, | Paranaense en galeria y pcia.
Pantomorus Sudafrica y Australia. Pampeana.
Citricos, alfalfa, maiz,
gramineas y plantas de
jardin.
Eurymetopus birabeni Argentina y Uruguay. Introducida Pastizales de la pcia.
Kuschel 1945 en Australia. Pampeana. Leguminosas.
Eurymetopus fallax Argentina, sur de Brasil y Pastizales de la pcia.
Boheman 1840 Uruguay. Pampeana. Alfalfa y
cereales en general.
Naupactus ambiguus Asynonychus Argentina, Brasil y Paraguay. Vegetacion de las pcias.
Boheman, 1840 Pantomorus Pampeana y Chaqueiia.
Alfalfa y citricos.
Naupactus Argentina y Uruguay. Vegetacion de las pcias.
cinereidorsum Pampeana y Chaqueiia.
Hustache 1947 Alfalfa y girasol.
Naupactus dissimulator Argentina, Paraguay Brasil y Selva Paranaense en galeria.
Boheman, 1840 Uruguay. Citricos.
Graphognatus Pantomorus Argentina, Brasil y Uruguay. Pastizales de la pcia.
leucoloma Naupactus Introducida en USA, México, Pampeana y Chaquefia.
Boheman, 1840 Chile, Sudafrica y Australia Alfalfa, papa y maiz.
Graphognatus minor Naupactus Argentina, Uruguay. Introducida Pastizales de la pcia.
(Buchanan 1942) Pantomorus en USA. Pampeana.
Naupactus navicularis Argentina y Brasil. Vegetacion de la pcia.
Boheman, 1840 Paranaense.
Naupactus verecundus Argentina, Brasil y Paraguay. Vegetacion arbustiva de las
Hustache 1947 Introducida en Chile provincias del Monte y
Chaquena.
Vid y alfalfa.
Naupactus Argentina, Paraguay, Uruguay y Vegetacion arborea de la
xanthographus Brasil. Introducida en Japény | pcia. Chaqueiia. Citricos, vid
(Germar 1824) USA. y alfalfa.
Pantomorus auripes Naupactus Argentina y sur de Brasil. Pastizales de la pcia.
Hustache 1947 Pampeana. Alfalfa y papa.
Pantomorus cinerosus | Naupactus Argentina, sur de Brasil y Vegetacion de la selva
(Boheman 1833) Uruguay. misionera (Pcia. Paranaense)
y de las
provincias Chaquefia y
Pampeana. Alfalfa.
Pantomorus ruizi Asynonychus Argentina y Chile. Dicotiledoneas de las pcias
(Bréthes 1925) Naupactus del Monte, Patagonica y
Pampeana. Alfalfa.
Pantomorus Asynonychus Argentina, sur de Brasil y Pastizales de la pcia.
viridisquamosus Naupactus Uruguay. Pampeana. Alfalfa y soja.

(Boheman 1859)
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Tabla 6. Informacion taxonémica de los géneros que constituyen el complejo Pantomorus — Naupactus.

Género y especie tipo

Nimero de especies y

referencias

Designaciones taxonémicas alternativas

Aramigus Horn

Especie tipo: A. tessellatus (Say)

8 especies (Lanteri & Diaz,

1994; Morrone 1999)

Subgénero o sinénimo de Pantomorus

(Buchanan, 1939; Wibmer & O'Brien, 1986).

Asynonychus Crotch
Especie tipo: A. cervinus

(Boheman)

1 spp. (Morrone, 1999).

Subgénero o sinénimo de Pantomorus
(Buchanan, 1939; Wibmer & O'Brien, 1986).
Sinénimo de Naupactus

and Lyal, 1999).

(Alonso-Zarazaga

Eurymetopus Schoenherr 7 especies (Lanteri, 1984;
Especie tipo: E. fallax Boheman Morrone, 1999)
Graphognathus Buchanan 3 especies (Wibmer & |Subgénero de Pantomorus (Buchanan, 1939).

Especie tipo: G. leucoloma

(Boheman)

O'Brien, 1986).

Sinénimo de Naupactus (Lanteri & Marvaldi,
1995; Morrone, 1999; Alonso-Zarazaga &
Lyal, 1999).

Naupactus Dejean
Especie tipo: N. rivulosus

(Olivier)

168
Wibmer,

especies (O'Brien &
1982; Wibmer &
O'Brien, 1986).

215 especies (Morrone, 1999).

No incluye especies tradicionalmente

asignadas a Pantomorus.

Incluye especies de América del Sur asignadas

tradicionalmente a Pantomorus.

Pantomorus Schoenherr.
Especie tipo: P. albosignatus

Boheman

80 especies (O'Brien &
Wibmer, 1982; Wibmer &
O'Brien, 1986).

35 especies (Morrone, 1999).

Incluye las especies de Pantomorus  de
América del Norte, Central y del Sur vy
clasificadas  como

especies Aramigus,

Asynonychus,  Galapaganus  Lanteri 'y
Phacepholis Horn.
Incluye sélo las especies de Mexico y América

Central
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S. RESULTADOS.

5.1 Analisis de la diferenciacion de las secuencias.

Se secuenciaron 999 pares de bases del gen de Citocromo Oxidasa I,
correspondientes a las posiciones 260-1258 en la mayoria de las 17 especies estudiadas,
excepto para Naupactus verecundus y la segunda mitad de Aramigus tessellatus cuyas
secuencias ya se encontraban en el Genbank bajo los numeros de acceso U25534 y
AF211490 (Sequeira et al, 2000; Normark & Lanteri, 1998). Las secuencias obtenidas
en este trabajo fueron depositadas en el Genbank bajo los numeros de acceso
AF211489, AF211491, AY770383-89, y AY790875-82.

Las proporciones de nucledtidos obtenidas en las secuencias analizadas fueron
de 37.8% T, 17.2% C, 29.7% A, y 15.3% G. El alto porcentaje de A+T presentado
(67.5%) es tipico para COI en muchos otros insectos, incluidos los curculiénidos
(Langor & Sperling, 1997), siendo este porcentaje mucho mayor para las terceras
posiciones de codon que para la primera y segunda posiciones.

La divergencia nucleotidica total obtenida fue de 0.128 + 0.007, lo cual
concuerda con valores esperados usualmente en estudios interespecificos en insectos
(Howland & Hewitt, 1995; Langor & Sperling, 1997; Lunt et al, 1996),

La traduccion de las secuencias de ADN a aminoécidos, mediante el codigo de
ADN mitocondrial para invertebrados (Clary & Wolstenholme, 1985), no presentod
codones “stop” ni cambios en el marco de lectura. Esto descarta la amplificacion de un
pseudogen, ya que se asume que una secuencia pertenece a un gen del genoma
mitocondrial, y no a un pseudogen cuando no codifica para codones “stop” ni presenta
eventos de insercion/ delecion que produzcan gaps en el alineamiento y/o corrimientos
en el marco de lectura (Sorenson & Fleischer 1996, Zhang & Hewit 1996, Bensasson et
al., 2000).

Las secuencias de aminodcidos obtenidas, ademads, se ajustaron perfectamente al
patron de aminodcidos propuesto por Lunt y colaboradores (1996) para el gen de COI
en insectos: no presentaron cambios en las zonas conservadas (donde el patron de
aminodcidos se mantiene constante a lo largo de los diferentes grupos de insectos,
debido a una fuerte presion de seleccidon), y toda la diferenciacion aminoacidica
presentada se ubico en las zonas de aminoacidos variables que presentan presiones de

seleccidn menores.
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5.2 Analisis de parsimonia

5.2.1 Datos moleculares

5.2.1.a Andlisis bajo pesos iguales

El analisis de los datos moleculares, bajo pesos iguales, did como resultado 1
solo arbol mas parsimoniosos de 1242 pasos, con un indice de consistencia C/ = 0,44 y

un indice de retencion R/ = 0,31.

Figura 3. Cladograma obtenido del analisis bajo pesos iguales de la matriz de datos molecular. Los

valores de Jacknife se indican arriba las ramas y los de Bremer support debajo de las mismas.

Teratopactus nodicollis
Naupactus cinereidorsum
— Graphognathus leucoloma
L Naupactus verecundus
2— Graphognathus minor
— Naupactus ambiguus
Aramigus tessellatus
Naupactus xanthographus
Naupactus navicularis
— Pantomorus ruizi
L Pantomorus cinerosus
2 — Pantomorus auripes
98 — Eurymetopus birabeni
>7"— Eurymetopus fallax
2 Pantomorus viridisquamosus
TE[ Naupactus dissimulator
SL— Asynonychus cervinus

Los clados formados por N. xanthographus — N. navicularis y E. fallax- E.
birabeni presentan los valores mas altos de soporte. También muestran buen soporte de
ramas G. leucoloma, que aparece como especie hermana del clado G. minor — N.

verecundus 'y Asynonychus cervinus como hermana de N. dissimulator.

5.2.1.b Andlisis bajo pesos implicados.

El analisis bajo pesos implicados de los datos moleculares no gener6 una
solucion estable. Se obtuvieron diferentes arboles para las distintas constantes de
concavidad. Aquellas que pesan menos fuertemente en contra de los caracteres mas
homoplésicos (K=4, K=5, K=6) dieron como resultado un mismo arbol igual al

obtenido para el analisis bajo pesos iguales (fig. 3). Las constantes de concavidad
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K=2=3 generaron otro arbol de topologia distinta, al igual que K=1 que dio como

resultado dos arboles de maximo ajuste. Los valores de ajuste obtenidos para cada K se

muestran en la tabla 7. En la figura 4 se muestra el consenso del total de los arboles

obtenidos

Tabla 7: Valores de ajuste obtenidos bajo el método de pesos implicados de los datos moleculares. Los

valores que generan arboles iguales se muestran en italica.

Constante de Valor de ajuste (fit)
concavidad (K) obtenido

K=1 2 arboles de 1094,8
K=2 1 arbol de1496,6
K=3 1 &rbol de 1750
K=4 1 arbol de 1920,7
K=5 1 arbol de 2042,8
K=6 1 arbol de 2139,9

Fig 4. Consenso de las diferentes topologias obtenidas a partir de los datos moleculares analizados bajo el

método de pesos implicados con distintas constantes de concavidad.

— Teratopactus nodicollis

—— Naupactus cinereidorsum
—— Graphognathus leucoloma

I Naupactus verecundus
Graphognatus minor
Naupactus dissimulator

Naupactus cinerosus

Naupactus ambiguus
Asynonychus cervinus
Pantomorus ruizi

Pantomorus auripes
Pantomorus viridisquamosus
Aramigus tessellatus

—— Eurymetopus birabeni
L—— Eurymetopus fallax

— Naupactus xanthographus
L—— Nawpactus navicularis

Se observa que N. cinereidorsum aparece como especie hermana del grupo G.

leucoloma (N. verecundus - G. minor) en la parte basal del cladograma. El resto de las

especies forman una politomia a excepcion de los clados N. xanthographus — N.

navicularis y E. fallax - E. birabeni que son los que presentaban mayores soportes en el

analisis bajo pesos iguales.
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5.2.1.c Analisis bajo costos de transformacion diferenciales.

Se evaluaron diferentes costos de la relacion transversion/transicion, dado que,
como se menciond previamente, fijar a priori un costo determinado para transversiones
y transiciones sin una filogenia previa seria arbitrario. En la tabla 8 se muestran los

resultados obtenidos para cada una de las relaciones de costo probadas.

Tabla 8. Resultados del analisis bajo distintos costos de tv/ts de la matriz de datos molecular. En italica se

identifican los arboles con la misma la topologia.

TV/TS Arboles obtenidos
1/0 4 arboles de 559 pasos
2/1 1 arbol de 1810 pasos
4/1 1 arbol de 2929 pasos
8/1 1 darbol de 5165 pasos
10/1 1 arbol de 6283 pasos

En la tabla puede observarse que, al analizar la matriz molecular otorgando costo
= 0 a las transiciones, el nimero de arboles obtenidos es mayor, lo cual genera un
resultado con bajo nivel de resolucion. Esto estaria indicando que si bien las
transiciones sufren sustituciones multiples, que derivan de la saturacion de este tipo de
cambio, las mismas no deben excluirse a priori del andlisis, ya que aportan un grado
importante de resolucion al cladograma. Para un costo 2/1 se obtiene uno solo de estos
cuatro arboles, pero esta topologia no es estable, ya que no es generada por costos de tv/
ts mayores.

Una topologia tnica y estable para los datos moleculares se obtiene a partir de
un valor de tv/ts>4/1, obteniéndose un mismo y unico arbol, el cual se muestra en la
figura 5. Los valores de CI y RI obtenidos para esta topologia fueron de 0,44 y 0,30

respectivamente.
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Fig. 5: Cladograma obtenido en el analisis de la matriz de datos moleculares a partir de una relaciéon de

costos tv/ts > 4/1.

—— Teratopactus nodicollis
—— Naupactus cinereidorsum

Naupactus verecundus
TE‘: Graphognathus leucoloma
>7 Graphognathus minor

Naupactus ambiguus

~7 T‘:‘: Naupactus xanthographus

>7 Naupactus navicularis
Aramigus tessellatus

5 T‘:‘: Naupactus dissimulator

>7 Asynonychus cervinus

Pantomaorus ruizi
4 .
>_7|: Pantomorus auripes

Pantomorus cinerosus

3 _3: Pantomorus viridisquamosus

5 —— Eurymetopus birabeni
~7 “—— Eurymetopus fallax

Los valores de Bremer support obtenidos muestran que este analisis recupera
nuevamente con altos valores de soporte los grupos N. xanthographus — N. navicularis y
E. fallax- E. birabeni. Naupactus verecundus aparece como especie hermana del clado
G. minor — G. leucoloma y Aramigus tessellatus como hermana del clado N.
dissimulator - Asynonychus cervinus. Se obtiene un nuevo grupo con altos valores de
soporte, constituido por P. ruizi y P. auripes. Ademas se obtienen buenos valores de
soporte para las ramas internas del cladograma que son las que determinan las

relaciones mas basales, lo cual no habia sido obtenido en los demas tipos de analisis.
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5.2.2 Datos morfoldgicos.

5.2.2.a Analisis bajo pesos iguales.

El analisis de los datos morfologicos bajo pesos iguales dio como resultado 34
arboles de 74 pasos, con un indice de consistencia CI = 0,62 y un indice de retencion

RI=0.66. El consenso de estos 34 arboles se presenta en la figura 6.

Fig 6. Consenso estricto de los arboles obtenidos del analisis bajo pesos iguales de la matriz morfologica.

— Teraropactus nodicollis

—— Nuupactus verecundus

—— Nuupuactus cinereidorsum
—— Naupactus cinerosus

— —— Naupactus ambiguus

—— Asynonychus cervinus

—— Pantomorus ruizi

100 —— Pantomorus auripes

—— Puntomorus viridisquamosus
—— Arumigus tesellatus

59{ Graphognatus leucoloma
1 Graphognatus minor

99{ LEurymetopus birabeni
7 Eurymetopus fallax
93 Naupactus dissinumlator
TE': Naupactus xam.‘agmp.h us
1 Nuupactus navicularis

El consenso muestra un arbol muy poco resuelto, donde soélo quedan

establecidos tres clados con altos valores de soporte: el clado formado por G.
leucoloma-G. minor; el clado de N. dissimulator como hermana del grupo N.
xanthographus -N. navicularis; y el clado constituido por las dos especies de
Eurymetopus, E. birabeni—E. fallax.

Si a priori se excluyeran del analisis caracteres supuestamente convergentes,
como los relacionados con la capacidad de vuelo (por ¢j. el caracter 15: reduccion de los
hombros elitrales), el numero de arboles obtenidos baja a 4; lo cual demuestra que
efectivamente estos caracteres son los que producen mayor homoplasia y hacen mas
dificultoso obtener una Unica topologia. La solucion a este problema provino de la
utilizacion del método de pesos implicados, que otorga menor peso a los caracteres mas
homoplasicos durante las biisquedas, eliminando asi la necesidad de excluir caracteres a

priori.

5.2.2.b Anadlisis bajo pesos implicados.

El anélisis de datos morfologicos bajo pesos implicados resultd en un tUnico

arbol (CI=0,61y RI=0,65) el cual se muestra en la figura 7.
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Fig. 7. Topologia del tnico arbol obtenido del analisis bajo pesos implicados de la matriz morfoldgica.

—— Teratopactus nodicollis
—— Naupactus cinereidorsum

Naupactus verecundus
4':': Naupactus leucoloma
Naupactus minor

Naupactus dissimulator
4':|: Naupactus xanthographus
Naupactus navicularis
Eurymetopus birabeni
— Eurymetopus fallax

Pantomorus viridisquamosus

Naupactus ambiguus

—— Asynonychus cervinus

— Pantomorus cinerosus
Aramigus tessellatus

L — Pantomorus ruizi
Pantomorus auripes

En el arbol obtenido se recuperan los tres clados mejor soportados en el analisis
bajo pesos iguales (Fig 6) y se obtiene una topologia estable para las relaciones entre el
resto de las especies que quedaban sin resolver en dicho anélisis.

En este arbol también se recuperan los grupos de mayor soporte obtenidos en el
arbol molecular a partir de costos de transformaciones tv/ts > 4/1 (Fig. 5), excepto el
clado N.dissimulator-A.cervinus. En este caso N. dissimulator aparece como especie
hermana del clado N.xanthographus-N.navicularis, al igual que en el analisis de
caracteres morfologicos bajo pesos iguales. Otra diferencia con el arbol molecular es
que el clado de Eurymetopus no aparece en la zona apical del cladograma, sino en el
medio.

Los valores de ajuste obtenidos para cada constante de concavidad se muestran
en la tabla 9. Si bien los valores de ajuste a partir de las diferentes constantes
implementadas en el método son diferentes porque el valor de la pendiente de
concavidad es distinto, la topologia del arbol obtenido para cada una de las seis

constantes fue la misma.

Tabla 9. Valores de “fit” o ajuste para cada constante de concavidad del arbol obtenido del analisis bajo

pesos implicados, de la matriz morfologica. Todos los arboles tienen la misma topologia (en itélica).

Constante de Valor de ajuste (fit)
concavidad (K) obtenido
K=1 1 arbolde 171,4
K=2 1 arbol de 193,2
K=3 1 arbol de 206,4
K=4 1 arbol de 214,9
K=5 1 arbol de 220,7
K=6 1 arbol de 225,3
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5.2.3 Datos combinados.

5.2.3.a Analisis bajo pesos iguales.

El analisis simultaneo (Nixon & Carpenter, 1996), de la matriz morfoldgica y la
matriz molecular, bajo pesos iguales, arrojé como resultado 1 arbol de 1328 pasos con

un Ci = 0,45 y un R/ = 0.33, el cual se muestra en la figura 8.

Figura 8. Cladograma obtenido del analisis bajo pesos iguales de la matriz combinada de datos
moleculares y morfologicos. Los valores de Jacknife se indican sobre las ramas y los de Bremer support

debajo de las mismas.

—— Teratopactus nodicollis
100 Naupactus verecundus
- TJ;': Graphognathus leucoloma
100 2 Graphognatus minor
—— Naupactus cinereidorsum
Naupactus ambiguus
47|E|: Naupactus xanthographus
2 =7 Naupactus navicularis
Pantomorus viridisquamosus
4@|: Eurymetopus birabeni
>7 Eurymetopus fallax
Pantomorus cinerosus

62 Pantomorus ruizi
! T‘i Pantomorus auripes

Aramigus tessellatus
'| . .
4]|Z|: Naupactus dissimulator
5 Asynonychus cervinus

N

El analisis bajo pesos iguales de los datos combinados da como resultado un
cladograma similar al obtenido a partir del analisis de los datos moleculares bajo una
relacion de costos tv/ts > 4/1. Puede observarse que los clados terminales obtenidos son
los mismos, lo que diferencia a los arboles son las posiciones relativas de los distintos
grupos entre si, es decir las relaciones mas basales, las cuales no presentan buenos
valores de soporte en este analisis. En este caso, N. cinereidorsum no aparece como
especie mas basal y el clado de Eurymetopus no aparece en la punta de cladograma sino

en el medio, en coincidencia con los datos morfoldgicos.
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5.2.3.b Andlisis bajo pesos implicados.

El analisis combinado de los datos moleculares y morfoldgicos bajo el método

de pesos implicados, no gener6 soluciones estables, obteniéndose un arbol distinto para

cada constante de concavidad. El consenso estricto de los 6 arboles se muestra en la

figura 9.

Los valores de ajuste de cada arbol se muestran en la tabla 10.

Tabla 10. Valores de “fit” o ajuste de los distintos arboles obtenidos para cada constante de concavidad,

en el analisis bajo pesos implicados de la matriz combinada.

Constante de Valor de ajuste (fit)
concavidad (K) obtenido
K=1 1 &rbol de 1246,6

1 &rbol de 1670,1

1 arbol de 1936,0

1 arbol de 2116,9

1 arbol de 2246.,0

WWTWW
|||

1 arbol de 2350,4

Figura 9. Consenso estricto de los 6 arboles obtenidos para cada constante de concavidad en el analisis

bajo pesos implicados de la matriz molecular y morfologica combinadas.

Teratapactus nadicallis

Naupactus cinereidorsum
Naupactus dissimulator
—— Naupactus cinerosus
—— Naupactus ambiguus
—— Asynonychus cetvinus
—— Pantomorus ruizi

—— Pantomorus auripes

—— Pantomarus viridisquamosus
—— Aramigus tessellatus

R Eurymetopus birabeni
Eurymetopus fallax

_|: Naupactus xanthographus
Naupactus navicularis

—— Graphognathus leucoloma

_: Naupactus verecundus
Graphognatus minor

El consenso es igual al obtenido en este mismo andlisis a partir de los datos

moleculares, excepto que el clado N. verecundus (G. minor — G. leucoloma) no

mantiene una posicion estable y pasa a formar parte de la politomia.
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5.2.3.c Analisis bajo costos de tranformacion diferenciales

El analisis de la matriz combinada bajo costos diferenciales de la relacion tv/ts
da como resultado una misma topologia cuando sélamente son tenidas en cuenta las
transversiones (tv/ts=1/0) y cuando la relacion de costos tv/ts = 4/1. Dichos resultado se
muestran en la tabla 11. La topologia obtenida presenté un C/ =0.44 yun RI =0.32 y

se muestra en la figura 10.

Tabla 11. Resultados del andlisis de los datos combinados bajo costos diferenciales para transversiones y

transiciones. Los arboles con la misma topologia estan indicados en itlica.

TV/TS Arboles obtenidos
1/0 1 arbol de 585 pasos
2/1 2 arboles de 1921
4/1 1 arbol de 3094 pasos
8/1 1 arbol de 5434 pasos
10/1 1 arbol de 6604 pasos

Es importante destacar que el analisis de la matriz combinada teniendo en cuenta
solo las transversiones (tv/ts = 1/0) también converge a la misma solucién; la cual se
pierde al tener en cuenta las transiciones bajo un costo tv/ts=2/1, pero se recupera luego
para costos de tv/ts > 4/1. Lo interesante es que este resultado esta indicando que al
combinar la informacién de las transversiones del ADN con los datos morfologicos (es
decir la matriz combinada bajo costos de tv/ts = 1/0), se obtiene el mismo resultado que
otorgando una relacion de costos para transiciones y transversiones adecuada (en este

caso tv/ts > 4/1).
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Figura 10. Cladograma obtenido del analisis de datos combinados para relaciones de tv/ts = 1/0 y = 4/1.

Los valores de Bremer support se indican bajo cada rama.

—— Teratopactus nodicollis

—— Naupactus cinereidorsum

—— Naupactus verecundus
Graphognathus leucoloma

= T/: Graphognathus minor

Naupactus ambiguus

~7 2 —— Naupactus xanthographus

~7 —— Naupactus navicularis

Aramigus tessellatus

3 Naupactus dissimulator
T7|: Asynonychus cervinus

Pantomorus ruizi
‘ { Pantomorus auripes
— Pantomorus cinerosus
3 Pantomorus viridisquamosus
s L_— Eurymetopus birabeni
>7 Eurymetopus fallax

Esta topologia es la misma que la obtenida bajo costos de tv/ts > 4/1 a partir de
los datos moleculares (Fig. 5). Por lo tanto, para costos de tv/ts > 4/1 los resultados se
estabilizan obteniéndose un unico y mismo arbol tanto para los datos moleculares como
combinados, y en consecuencia, consideramos a esta topologia como la hipotesis mejor

soportada por toda la evidencia disponible.
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5.3 Analisis de congruencia entre los datos moleculares v morfoldgicos.

5.3.1 Congruencia taxonomica.

La congruencia taxondmica o topologica entre datos moleculares y morfologicos
se refleja en los clados en comiin que genere el analisis de ambos conjuntos de datos.

Dos clados son recuperados siempre, tanto bajo pesos iguales como bajo pesos
diferenciales, en el andlisis de los datos morfoldgicos y en el de los moleculares Uno de
ellos esta conformado por las dos especies de Eurymetopus (E. fallax y E. birabeni); el
otro, es el clado integrado por dos especies tipicas del género Naupactus (N.
xanthographus y N. navicularis).

Un grupo que también se rescata en los consensos a partir de datos moleculares
y morfoldgicos, tanto bajo pesos iguales o implicados, es el conformado por las especies
G. leucoloma, G. minor y N. verecundus. Sin embargo, a partir de los datos
moleculares, aparece G. leucoloma como especie hermana del clado formado por G.
minor y N. verecundus; mientras que a partir de datos morfoldgicos, las especies
hermanas son G. minor y N. leucoloma. El anélisis simultineo bajo pesos implicados
mantiene el resultado de los datos moleculares, pero bajo pesos iguales y bajo diferentes
costos de transformacion para tv/ts se recupera la opcion obtenida a partir de los datos
morfologicos.

Otro caso para destacar es el de N. cinereidorsum. Esta especie aparece en todos
los analisis como la mdas cercana al outgroup y especie hermana de todo el resto,
excepto en el arbol obtenido en el andlisis bajo pesos iguales de la matriz combinada y
en el consenso de los arboles morfoldgicos obtenidos bajo pesos iguales, donde su
posicion queda sin resolver.

El bajo numero de clados compartidos en el andlisis bajo pesos iguales no se
debe tanto al conflicto entre datos morfolégicos y moleculares, sino mas bien al
conflicto interno de cada set de datos en el analisis bajo estas condiciones. En el analisis
bajo pesos iguales, los datos morfologicos generaron 34 arboles dando como resultado
un arbol consenso muy poco resuelto para ser comparado con el arbol molecular
obtenido.

Si en el analisis morfologico bajo pesos iguales el caracter 15 fuera removido a
priori, el nimero de arboles baja de 34 a 4, demostrando que los caracteres relacionados
con la capacidad de volar producen mucha homoplasia y hacen mas dificultoso
encontrar una topologia 6ptima. En concordancia, en el analisis bajo pesos implicados

(que otorga menor peso a los caracteres mas homoplasicos) se obtuvo un tnico arbol a
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partir de los datos morfoldgicos que fue considerado como la hipdtesis morfologica
Optima.

Si bien el método de pesos implicados mejora el andlisis de caracteres
morfologicos (y evita el problema de caracteres convergentes como el 15, sin que sea
necesario excluirlos a priori del andlisis), el mismo método aplicado a los datos
moleculares no generd una solucion estable obteniéndose un arbol diferente para cada
constante de concavidad evaluada en el método.

El nimero de grupos en comin entre caracteres moleculares y morfologicos si
aumenta al comparar el arbol morfolégico de pesos implicados con el arbol molecular
obtenido para diferentes costos de tv/ts. (Ver fig. 11). En ambos arboles se recuperan
ademas de los ya nombrados, el clado P. ruizi — P. auripes y N. verecundus como
especie hermana del clado G. minor - G. leucoloma. El mayor grado de congruencia
con los datos morfoldgicos del arbol molecular bajo tv/ts > 4/1 con respecto al del arbol
molecular bajo pesos iguales es concordante con que este esquema de pesado haya sido

elegido como solucion optima.

5.3.2 Congruencia de caracteres.

La incongruencia entre los caracteres moleculares y morfologicos, evaluada
mediante el método de ILD de Farris et al (1994), resulto ser no significativa.

El nimero de pasos extra requerido por el andlisis combinado en relacion con la
suma de los largos obtenidos de los analisis separados fue de 12. Al normalizarlo por el
numero de pasos del andlisis combinado se obtuvo un valor de
1328 - (1242+74) = 0,0090

1328

De las 999 particiones al azar, 811 dieron valores menores que el de 12 pasos
extras obtenido para las matrices originales. El p de la prueba se obtuvo como
p=1- 811 =0.1890

999 + 1

lo cual indica una probabilidad de 0.189 de que 0,0090 sea mayor que 0 debido
al azar. Dado que esta probabilidad es mayor que una probabilidad de error de 0.05, se
considera que las diferencias con 0 son no significativas. Por lo tanto la matriz

molecular y morfoldgica no son significativamente incongruentes.
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6. DISCUSION.

6.1 Distintos métodos de pesado.

Del analisis bajo pesos iguales de la matriz molecular y morfoldgica por
separado es posible constatar que, si bien los arboles obtenidos a partir de datos
moleculares muestran valores mas bajos de C/ 'y RI que los obtenidos a partir de datos
morfologicos, lo cual indica una mayor cantidad de homoplasia, la matriz molecular
genera un menor numero de arboles mas parsimoniosos permitiendo un mayor grado de
resolucion en los arboles consenso.

El método de parsimonia busca minimizar la homoplasia (minimo conflicto
entre los caracteres), sin embargo, arboles con considerable homoplasia (bajos valores
de CI' y RI) pueden alcanzar un mayor grado de resolucidon, como ocurrié en este
trabajo con la matriz de datos moleculares.

Goloboff, (1991) define como “decisividad” de una matriz, al grado por el cual
los datos permiten la eleccién entre los distintos arboles posibles. Es la mayor
decisividad la necesaria para plantear una hipotesis evolutiva y no la baja cantidad de
homoplasia. Por lo tanto, si bien la matriz morfologica analizada bajo pesos iguales
presenta menores niveles de homoplasia (mayor CI) que la molecular, la decisividad de
la matriz molecular es mayor, ya que genera un solo arbol mas parsimoniosos en lugar
de los 34 generados por la matriz morfolégica.

Este método resultd efectivo para la matriz de datos morfologicos, generando un
solo arbol mas parsimonioso, en vez de los 34 obtenidos bajo pesos iguales, pero no fue
asi para los datos moleculares, ya que a partir de ellos no se gener6 una solucion estable
para las distintas constantes de concavidad, lo cual se repitid en el analisis combinado.

El otro método de pesado diferencial aplicado a los caracteres moleculares
(asignando diferentes costos de transformacion a las transversiones y transiciones del
ADN), si gener?6 soluciones estables. El hecho de haber obtenido una solucion estable a
partir de datos moleculares con un valor de tv/ts > 4/1 estaria indicando que se ha
llegado a disminuir suficientemente o a compensar el efecto negativo de la saturacion de
las transiciones. Es importante destacar que bajo este esquema de pesado no se anul6 la
informaciéon que las transiciones aportan al andlisis, ya que cuando se utilizd un
esquema de pesado excluyéndolas del mismo (tv/ts=1/0) se obtuvieron soluciones

irresueltas. Sin embargo al excluir las transiciones, pero en combinacion con los datos
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morfologicos (matriz combinada bajo tv/ts=1/0), se obtuvo la misma solucion de los
datos moleculares bajo tv/ts > 4/1, lo cual estaria indicando que agregar al analisis de
transversiones los datos morfoldgicos es equivalente a agregarle las transiciones bajo un
esquema de pesado tv/ts > 4/1. En ambos casos se obtiene la misma topologia, que es
también la generada por los datos combinados bajo tv/ts > 4/1. Esta topologia (Figs. 5 y
10) es la mas estable y mejor soportada por toda la evidencia, por lo tanto constituye la

hipotesis filogenética propuesta en este trabajo.

6.2 La hipdtesis filogenética propuesta y su congruencia con la morfologia.

Si bien los datos morfologicos y moleculares se analizaron de manera separada,
para evaluar la congruencia entre los mismos a través de los distintos tipos de analisis,
en todos los casos se realizo el andlisis combinado a fin de obtener la hipotesis con
mayor poder explicativo (Nixon & Carpenter, 1996). El andlisis combinado de datos
moleculares y morfologicos, bajo un esquema de pesado diferencial adecuado (tv/ts =
1/0 > 4/1), generd la topologia mas estable (Fig. 10), la cual es coincidente con el
analisis de datos moleculares bajo tv/ts > 4/1 (Fig. 5) y ademds muestra los clados
recuperados en los demds andlisis con mayores valores de soporte. Por lo tanto esta
topologia ha sido considerada la hipotesis filogenética de mayor poder explicativo y con
maximo poder de resolucion.

Dicha topologia muestra que las especies tradicionalmente asignadas a
Naupactus (N. cinereidorsum, N. verecundus, N. xanthographus, N. navicularis) se
ubican mads cercanas a la raiz, que el resto de las especies asignadas a Pantomorus, o a
géneros afines; pero claramente se observa que el cladograma presenta clados anidados
y Pantomorus y Naupactus no forman dos clados separados como se esperaria si fueran
dos géneros monofiléticos. Esto corrobora la hipotesis propuesta por Lanteri & Morrone
(1995) y Lanteri & Normark (1995), que postula a Naupactus como un género
parafilético, que incluiria grupos de especies muy diferenciados, como los
pertenecientes a los géneros sindnimos y/o afines del complejo Pantomorus-Naupactus.

En la figura 11 se muestra, a la derecha, la topologia elegida como la hipdtesis
Optima (datos moleculares y combinados bajo tv/ts > 4/1) y se la compara con el mejor
arbol de morfologia, obtenido con el método de pesos implicados, sobre el cual se
indica la optimizacion de los caracteres morfoldgicos.

En ambos arboles el taxon que aparece como mas basal es N. cinereidorsum.

Esta es una especie muy tipica de Naupactus, con la base elitral bisinuada, que presenta
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hombros y alas metatoracicas bien desarrolladas. En el resto de las especies la base
elitral es levemente bisinuada o recta, y los hombros y alas metatoracicas (caracter 15)
son reducidos o ausentes (Fig. 11 izquierda). Es claro que si estos caracteres se
excluyeran del analisis morfologico N. cinereidorsum perderd su posicion basal, pero es
muy importante destacar que dicha posicion se recupera en el arbol molecular (Fig. 11
derecha).

El clado que sigue a N. cinereidorsum en nivel de anidamiento, es una secuencia
filogenética (N. verecundus (G. leucoloma-G. minor)) recuperada tanto a partir del arbol
molecular como morfolégico. G. leucoloma y G. minor (junto con la especie G.
peregrinus) fueron tradicionalmente designadas como género Graphognatus por
Buchanan (1939, 1942). Graphognatus a su vez, fue tratado por Wibmer & O’Brien
(1986), como subgénero de Pantomorus. La designacion como Graphognathus de G.
minor'y G. leucoloma debido a la reduccion de los hombros elitrales y la falta de alas
metatoracicas, acerca a ambas especies al género Pantomorus. Sin embargo, los demas
caracteres morfoldgicos, incluyendo los de los genitales, que se utilizan como caracteres
diagnosticos de Naupactus, por ejemplo las setas en el tubo del ovipositor, son los
mismos que en las especies de Naupactus (Lanteri, 1981, Lanteri & O’Brien, 1990). Por
esta razon, Lanteri & Marvaldi (1995) crean el “grupo de especies de N. leucoloma”,
reubicando las especies asignadas a Graphognatus dentro de Naupactus, y postulan que
no hay justificacion para separarlas de dicho género. La sinonimia entre Naupactus y
Graphognathus, planteada por Lanteri y Marvaldi (1995) queda corroborada en el
presente estudio y se observa que G. minor 'y G. leucoloma aparecen muy lejanas con
respecto a las especies asignadas a Pantomorus, lo cual también descarta la hipotesis de
Wibmer & O’Brien (1986) que trataba a Graphognatus como subgénero de
Pantomorus. Segun Lanteri y Marvaldi (1995) el “grupo de especies de Naupactus
leucoloma" se encuentra integrado por G. leucoloma, G. minor, G. peregrinus
(Buchanan), N. albolateralis Hustache y N. tucumanensis Hustache. De acuerdo a los
resultado obtenidos en esta tesis, N. verecundus formaria también parte del “grupo
leucoloma”, dado que su relacion con el par G. leucoloma - G. minor es recuperada en
todos los andlisis con altos valores de soporte.

El clado que sigue en grados sucesivos desde la raiz, en ambos arboles, muestra
dos especies tipicas de Naupactus: N. xanthographus - N. navicularis. Esta relacion esta
justificada morfolégicamente por el pronoto levemente transversal y las corbiculas de

las tibias posteriores cerradas (caracteres 12 y 21), asi como por numerosos caracteres
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moleculares. En el arbol molecular (derecha), el clado (N. xanthographus-N.
navicularis) se encuentra unido a N. ambiguus, mientras que en el arbol morfologico
(izquierda) aparece el grupo N. dissimulator (N. xanthographus-N. navicularis). Este
ultimo se encuentra bien justificado por caracteres morfoldgicos, especialmente por la
presencia de un par de tubérculos subapicales de los élitros (caracter 18). Sin embargo,
en el arbol molecular N. dissimulator es la especie hermana de Asynonychus cervinus y
esta relacion concuerda con el hecho de que ambas especies comparten también
similitudes morfologicas, tales como las caracteristicas del revestimiento tegumentario
y conformacion de las antenas, élitros y espermateca (Lanteri, et al., 1989).

El clado N. dissimulator — Asynonychus cervinus se presenta a su vez, como el
grupo hermano de A. fessellatus, siendo esta ultima una especie que no presentd una
ubicacion estable a lo largo de los diferentes andlisis. La posicion cercana entre los
géneros Aramigus y Asynonychus es coincidente con la opinion de muchos especialistas
que los consideraban sinonimos subjetivos (Buchanan, 1939; O’'Brien & Wibmer, 1982;
Wibmer & O’Brien, 1986). Si bien las ultimas revisiones (Lanteri et al., 1989)
demostraron que los nombres Asynonychus y Aramigus son validos y corresponden a
taxa diferentes, ambos se encuentran cercanamente relacionados. Sin embargo, las 7
especies que conforman el género Aramigus se asocian también a Pantomorus por su
tamafo y la ausencia de alas y hombros, mientras que las dos especies de Asynonychus
(A. cervinus y A. godmanni) (Lanteri, 1986) se asocian a especies de Naupactus (Lanteri
et al, 1989). Esta ambigiiedad se hizo evidente en el conflicto que presentaron las

posiciones alternativas de Aramigus en los distintos analisis.
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Figura 11. Congruencia taxonémica entre los resultados 6ptimos de datos morfologicos y de ADN.
Derecha: topologia 6ptima para los datos moleculares obtenida a partir de los diferentes costos de transformacion para tv/ts = 4/1. Esta
topologia es coincidente con la obtenida para los datos combinados con costos de transformacion tv/ts = 1/0 y 2 4/1, por lo cual fue

elegida como la hipétesis que explica mejor toda la evidencia disponible.
Izquierda: topologia dptima para la morfologia obtenida a partir de las diferentes constantes del método de pesos implicados.
Sobre las ramas se muestra la optimizacion de los caracteres morfologicos utilizando la opcion de tipo acelerado o ACCTRAN. La

descripcion de los mismos se encuentra en la tabla 13 del Apéndice.
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La mayoria de las especies usualmente asignadas a Pantomorus, de acuerdo con
caracteres morfologicos tales como la ausencia de hombros (caracter 15), aparecen en
este estudio ubicadas en grados sucesivos entre las especies basales de Naupactus y el
ultimo taxon del cladograma o Eurymetopus. Este resultado ayuda a demostrar que el
concepto tradicional de Pantomorus (Buchanan, 1939; Hustache, 1947; Wibmer &
O'Brien, 1986) corresponde a un grupo artificial que en realidad incluye especies de
Aramigus, Asynonychus y Naupactus. Por ejemplo, Pantomorus sensu Buchanan (1939)
incluia especies aqui mencionadas como Graphognathus leucoloma, G. minor,
Asynonychus cervinus y Aramigus tessellatus. En cambio, Asynonychus sensu Hustache
(1947) incluia P. viridisquamosus, N. ambiguus, A. cervinus y A. tessellatus. La
posicion inestable de estas especies en los distintos analisis realizados es consistente con
sus numerosos cambios taxondmicos y nomenclaturales, como lo demuestra el hecho de
que A. tessellatus aparece relacionado al par N. dissimulator - Asynonychus cervinus en
el arbol molecular, mientras que en el arbol morfologico es la especie hermana de
Pantomorus cinerosus.

Mas alla de esta condicion artificial del género Pantomorus, dentro del mismo es
posible identificar algunos clados o grupos naturales, por ejemplo el “grupo de especies
de auripes” definido por Lanteri y colaboradores (1991). Este grupo incluye cinco
especies (Lanteri, 1995a), dos de las cuales (P. ruizi y P. auripes) fueron analizadas en
este trabajo y resultaron formando un clado bien soportado tanto por datos moleculares
como morfologicos, aunque con diferentes posiciones en los distintos cladogramas.
(Fig. 11). El denominado “grupo de especie de P. auripes” por Lanteri et al., (1991)
presenta como principales caracteres diagnosticos la disposicion de las escamas y setas
del revestimiento tegumentario; la morfologia general del rostro, pronoto y élitros y la
conformacion de los genitales y el aparato bucal. Lanteri (1995a), propone a P. ruizi
como la especie hermana del grupo de especies de P. auripes y decide considerarla
parte del grupo, a pesar de las pequenas diferencias senaladas por Morrone & Lanteri
(1991). Pantomorus ruizi difiere de las especies del “grupo auripes” en el largo de los
antenitos funiculares; los palpos labiales y el ovipositor son mas largos y el conducto
espermatecal no estd engrosado en el extremo proximal (Lanteri, 1995a). Dado que P.
ruizi presenta un alto grado de diferenciacion en su morfologia externa, su ubicacion
sistematica siempre fue muy discutida. (Morrone & Lanteri, 1991). Los resultados
obtenidos en este trabajo corroboran la hipdtesis de Lanteri, (1995a) ubicandola como

especie hermana de P. auripes.
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Naupactus cinerosus y P. viridisquamosus se presentan formando un clado
terminal, relacionado con el grupo de P. auripes - P. ruizi. La relacion entre P.
viridisquamosus 'y el grupo de especies de P. auripes fue puesta en evidencia por
Lanteri y Loidcono (1990) en base a su similtud en el tamafio y la coloracion, el pronoto
subcilindrico, las antenas medianamente largas y la region humeral de los élitros y alas
metatoracicas no desarrolladas. A su vez P. viridisquamosus difiere del grupo de P.
auripes principalmente por presentar setas elitrales cortas, anchas y recumbentes, y
porque los lados del pronoto y los élitros estan més curvados (Lanteri, 1995a).

Eurymetopus es un género de facil reconocimiento taxondmico, cuyas especies
aparecieron formando un clado fuertemente soportado en todos los analisis moleculares
y morfoldgicos. Los principales caracteres que lo identifican morfolégicamente se
relacionan con los genitales de la hembra (caracteres 2-3, 8-10, 20, 23-24, 27-28). La
monofilia de las especies asignadas a FEurymetopus en el analisis de la matriz
morfologica era un resultado esperado, debido a que las mismas presentan buenos
caracteres morfologicos diagndsticos, que las diferencian facilmente del resto de las
especies del complejo. Lo interesante es que estas especies se mantuvieron como grupo
monofilético, con altos valores de soporte, también en los andlisis realizados a partir de
datos moleculares solamente, inclusive a pesar de que la secuencia de ADN de
Eurymetopus fallax contenia una gran cantidad de datos faltantes. La posicion del clado
de Eurymetopus no es estable en los diferentes andlisis, apareciendo en el extremo
terminal en el arbol molecular (Fig. 11 derecha), y en el arbol morfolégico, en el medio
entre las especies asignadas a Naupactus (basales) y a Pantomorus, Aramigus y
Asynonychus (terminales) (Fig. 11 izquierda). Lo que si queda corroborado es que
Eurymetopus (al igual que Aramigus) constituyen linajes que, aunque muy

diferenciados, forman parte del complejo Pantomorus-Naupactus.

Como conclusion del presente analisis cladistico puede decirse que, se rechaza la
hipotesis de monofiletismo de los géneros Pantomorus y Naupactus, y se corrobora que
Pantomorus seria un grupo polifilético basado en caracteres morfologicos convergentes
(Lanter1 & O’Brien, 1990; Lanteri & Normark, 1995), cuyas especies, junto a las
asignadas a los géneros considerados afines, sindnimos o subgéneros como Aramigus,
Eurymetopus, Asynonychus 'y Graphognatus, formarian linajes diferenciados dentro del

grupo parafilético Naupactus (Lanteri & Morrone,1995).
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Una solucion posible para el problema del complejo Pantomorus y Naupactus,
seria considerar el complejo entero como un solo género, transfiriendo las especies de
América del Sur de Pantomorus a Naupactus, en concordancia a lo propuesto por
Morrone (1999). Esta transferencia seria una solucion parcial ya que, segun Morrone
(1999), las 35 especies de Pantomorus de América Central y México mantendrian su
nombre. Sin embargo, estas especies también podrian representar linajes derivados de
las especies mexicanas de Naupactus, asi como también el género de América del
Norte, Phacepholis Horn (Lanteri, 1990). Para una solucidon definitiva, seria
conveniente incluir en el andlisis cladistico ejemplares de Phacepholis, de las especies
de Pantomorus de México y América Central y también otros géneros de América del
Sur como Atrichonotus Buchanan.

Con respecto a los géneros de América del Sur del complejo analizados en este
estudio, no so6lo Asynonychus y Graphognathus deberian considerarse sindnimos, para
mantener a Naupactus monofilético, sino también Aramigus y Eurymetopus.

Por el momento, la hipotesis filogenética propuesta en este analisis, permite un
reconocimiento preliminar de los grupos naturales dentro del complejo y avanza hacia

una clasificacion natural para el complejo Pantomorus-Naupactus.
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6.4 Evolucion del modo de reproduccion partenogenético en el grupo.

El reconocimiento de grupos monofiléticos dentro del complejo Pantomorus-
Naupactus es significativa, no sélo desde el punto de vista taxondmico, sino también
para propositos tedricos relacionados con el estudio de la partenogénesis animal. A este
respecto, el andlisis cladistico contribuye a poner a prueba la hipdtesis sobre el origen
de la partenogénesis dentro de un grupo dado (Lanteri, 1995a; Lanteri & Normak, 1995;
Normak & Lanteri, 1998).

La partenogénesis apomiptica es muy comun entre los gorgojos de rostro corto y
su ocurrencia ha sido confirmada en mas de 60 especies de numerosas tribus (Tomiuk &
Loeschcke, 1992; Saura ef al., 1993; Lanteri & Normark, 1995; Normark, 1996b). Este
tipo de reproduccién ha sido comprobada por estudios citogenéticos en tres de las
especies mencionadas en este estudio: Graphognatus leucoloma, Aramigus tessellatus y
Asynonychus cervinus (Normark, 1996b; Hardwick et al., 1997; Mander et al., 2003),
pero ademas se sospecha la existencia de este tipo de reproduccion en otras especies y/o
linajes del complejo Pantomorus-Naupactus (Lanteri & Normark, 1995).

Todos los insectos partenogenéticos de Naupactini son apteros y sus musculos
de vuelo se encuentran reducidos o ausentes, asi como también sus hombros elitrales y
alas metatoracicas. Esta condicion, que pareceria ser una pre-adaptacion para la
adquisicion del modo de reproduccion partenogenético, esta presente en todas las
especies de América del Sur asignadas a Pantomorus, asi como en las especies
pertenecientes a Aramigus, Asynonychus, Eurymetopus y Graphognathus. Entre las
especies estudiadas en el analisis filogenético aqui presentado, s6lo la especie que
resulté més basal, N. cinereidorsum, posee la capacidad completa de volar; el resto son
parcial o totalmente no voladoras. Ademas s6lamente en las poblaciones de las especies
mas tipicas de Naupactus: N. cinereidorsum, N. verecundus, N. xanthographus y N.
dissimulator, los machos estan bien representados. En el resto de las especies
muestreadas, los machos son escasos o inexistentes, lo cual sugiere una alteracion en el
tipo de reproduccion sexual.

Para propositos tedricos es importante identificar si los linajes partenogenéticos
tienen taxa hermanos de reproduccion sexual o si se trata de clados enteramente
compuestos por especies partenogenéticas (Lanteri & Normark, 1995; Normark &
Lanteri, 1998). Dentro del complejo Pantomorus - Naupactus, las especies que han sido
corroboradas como partenogenéticas podrian representar linajes derivados de diferentes

especies que presenten partenogénesis geografica (Vandel, 1928). Las especies con
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partenogénesis geografica presentarian poblaciones bisexuales en las areas de origen de
la distribucion, como los bosques subtropicales de América del Sur, y linajes
partenogenéticos en areas recientemente colonizadas, como las praderas de América del
Sur y de otros continentes en los que estas especies han sido introducidas y quedaron
establecidas. Por ejemplo, dentro del “grupo de especies de N. leucoloma", la especie
basal N. verecundus es bisexual, N. leucoloma exhibe partenogénesis geografica y N.
minor es probablemente estrictamente partenogenética. (Lanteri & Marvaldi, 1995;
Lanteri & Normark, 1995).

En el clado N. dissimulator - Asynonychus cervinus, recuperado sélo a partir de
los datos moleculares, N. dissimulator es bisexual y Asynonychus cervinus muestra
partenogénesis geografica (Lanteri, 1993). Las poblaciones sexuales de ambas especies
hermanas son parcialmente simpatricas en los bosques subtropicales de Argentina y
Brasil, pero los linajes partenogenéticos de A. cervinus han sido introducidos y se han
establecido en numerosos paises muy lejanos a su area de distribucion original (Lanteri
& Normark, 1995; Lanteri et al., 2002 a; Mander et al., 2003).

Aramigus tessellatus forma parte de un complejo de especies unisexuadas y con
linajes partenogenéticos muy diferenciados, la mayoria de los cuales son triploides
(Normark, 1996 a b; Normark & Lanteri 1998). Dentro del género Aramigus existen
especies de reproduccion sexual como 4. globoculus Lanteri y A. intermedius Lanteri,
asi como especies partenogenéticas como A. conirostris (Hustache), la cual es
pentaploide (Lanteri & Diaz, 1994; Normak & Lanteri, 1996, 1998). En el arbol
obtenido a partir de los datos moleculares A. tessellatus aparece en el mismo clado que
Asynonychus cervinus, pero en el arbol morfologico se presenta en el extremo del
cladograma, cercana a otras especies en las que no se han muestreado machos hasta el
momento (P. cinerosus, P. ruizi y P. auripes).

Es interesante notar que la bacteria Wolbachia pipientis transmitida por herencia
citoplasmatica materna ha sido hallada en A4. tessellatus, por Warren et al (1995) y mas
recientemente en A. cervinus (Rodriguero et al., 2004). Este parasito induce alteraciones
reproductivas en una variedad de artropodos, tales como desarrollo partenogenético en
los huéspedes infectados, conversion de machos infectados en hembras funcionales e
incompatibilidad citoplasmatica (Huigens et al., 2000). La distribucion de Wolbachia en
el complejo Pantomorus — Naupactus y los efectos de este parasito en el sistema

reproductivo de sus especies son los estudios proximos a seguir; por esta razon, la
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identificacion de grupos monofiléticos dentro de un grupo de especies de tanta

importancia representa un importante paso en futuros estudios de biologia evolutiva.
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7. CONCLUSIONES.

El andlsis cladistico presentado en esta tesis, basado en datos moleculares y

morfologicos, rechaza la hipdtesis de monofiletismo Pantomorus y Naupactus, y

corrobora la propuesta de Lanteri & Morrone (1995) y Lanteri & Normark (1995), que

propone a Pantomorus como un grupo artificial basado en caracteres convergentes

como la reduccion de los hombros y alas metatoracicas. En concordancia con dichos

autores, se postula a los grupos de especies pertenecientes a Pantomorus y a géneros

sindbnimos o afines al complejo (ej. Asynonychus, Graphognathus, Aramigus,

Eurymetopus) como linajes derivados dentro del gran grupo parafilético Naupactus.

Para definir a Naupactus monofilético deberia ampliarse el analisis a las especies

de Pantomorus de América Central y genéros de América del norte como Phacepholis.

Las implicancias taxondmicas particulares del andlisis presentado son:
Las especie tipica de Naupactus, N. cinereidorsum, aparece mas basal que otras
especies “menos tipicas” del género, y estas ultimas, a su vez, mas basales que las

asignadas a Pantomorus y/o a los subgéneros o géneros afines al complejo.

La decision de considerar a G. leucoloma y G. minor como pertenecientes a un
grupo dentro de Naupactus (Lanteri & Marvaldi, 1995), estd bien soportada por
datos moleculares y morfoldgicos. Los resultados sugieren que N. verecundus
también podria ser incluida en el "grupo de especies de leucoloma" descripto por

dichas autoras.

La relacion de especies hermanas de N. xanthographus y N. navicularis sugiere que
ambas forman parte de un grupo dentro de Naupactus. De acuerdo a la morfologia,
N. dissimulator podria pertenecer a este grupo, pero los datos moleculares la ubican

mas cercana a Asynonychus cervinus, debido probablemente a la herencia materna.

La posicion de Naupactus ambiguus, aunque inestable, es claramente mas cercana a

Naupactus, que a las especies clasificadas como Pantomorus o Asynonychus.
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Aramigus tessellatus no presenta una posicion estable. En el arbol molecular
optimo, se relaciona con el par Naupactus dissimulator - Asynonychus cervinus, en
cambio, en el mejor arbol morfolégico aparece como especie hermana de

Pantomorus cinerosus.

El clado N. dissimulator - Asynonychus cervinus es recuperado por los datos
moleculares, lo cual contribuye a justificar la sinonimia de Asynonychus y
Naupactus. En el arbol morfologico optimo, P. viridisquamosus, N. ambiguus y A.
cervinus estan dispuestos en grados sucesivos en el cladograma, en concordancia

con el concepto de Asynonychus sensu Hustache (1947).

El "grupo de especies de auripes" (Lanteri, 1995) es recuperado por los datos
moleculares, dado que P. auripes - P. ruizi, son miembros de este grupo y presentan

una relacion estable.

Las especies de Eurymetopus conforman un clado muy bien soportado, en la zona
apical del cladograma. Este género se presenta monofilético tanto a partir de datos

morfologicos (Lanteri & Morrone, 1995) como moleculares.
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8. APENDICE

Tabla 12. Matriz de datos morfologica confeccionada por Lanteri. Los datos faltantes se muestran como

€«

Teratopactus nodicollis

00000 00000 00100 10011 00011 01200
Aramigus tessellatus

10010 20001 20022 01000 11000 00030
Asynonychus cervinus

10010 31001 00022 01000 01000 10021
Eurymetopus birabeni

11110 00123 20021 01002 00120 0111?
Eurymetopus fallax

11110 00123 20021 01002 00120 0110?
Graphognathus leucoloma

00001 01001 00021 01000 00000 10010
Graphognathus minor

00001 01001 00021 01000 10000 1001?
Naupactus ambiguus

10011 32001 02022 00000 00000 00001
Naupactus cinereidorsum

10010 00001 00000 01000 00000 10010
Nsupactus dissimulator

00010 10010 00011 00100 00000 00021
Naupactus navicularis

00010 10010 21011 01100 20000 0001?
Naupactus verecundus

00001 10000 10021 01000 00000 10010
Naupactus xanthographus

00010 10011 01011 00100 20000 00011
Pantomorus auripes

10011 20001 00022 01000 11000 0001?
Pantomorus cinerosus

10010 12002 01022 01000 11000 0001?
Pantomorus ruizi

10011 10001 00022 01000 11000 0001?
Pantomorus viridisquamosus

10010 20002 20022 01000 00000 00011
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Tabla 13. Lista de caracteres morfologicos del complejo Pantomorus-Naupactus analizados por Lanteri.

Caracteres del revestimiento tegumentario

1) Setas del rostro dirigidas hacia el surco medio (0), dirigidas hacia delante (1)

2) Antenas setosas (0), escamosas (1)

3) Revestimiento elitral con escamas contiguas y setas (0), con escamas imbricadas y
setas escamiformes (1)

4) Escamas cubriendo toda la superficie elitral (0), con bandas desnudas de escamas en
sutura y flancos (1)

5) Setas elitrales recumbentes a suberectas, cortas a medianas (0), erectas, largas (1)

6) Escutelo escamoso, blanco (0), setoso (1), glabro (2), inconspicuo (3)

Morfologia externa

7) Ojos convexos (0), levemente convexos (1), muy convexos (2)

8) Rostro con quillas laterales (0), sin quillas laterales (1)

9) Escapo de grosor mediano, excede el margen posterior del ojo (0), angosto, excede
ampliamente el margen posterior del ojo (1), muy grueso, no llega al margen posterior
del ojo (2)

10) Antenito 2°, 2 a 3 veces la longitud del 1° (0), poco mas largo que el 1° (1), igual al
1°(2), poco mas corto que el 1° (3)

11) Pronoto moderadamente rugoso (0), fuertemente tuberculado (1), liso (2)

12) Pronoto transversal (0), levemente transversal (1), fuertemente transversal (2)

13) Pronoto sin tubérculos laterales (0), con tubérculos laterales (1)

14) Base elitral bisinuada (0), levemente bisinuada (1), recta (1)

15) Hombros muy amplios (0), reducidos (1), ausentes (2)

16) Hombros sin tubérculos (0), con tubérculos (1)

17) Intervalos elitrales levemente convexos (0), planos (1)

18) Tubérculos subapicales de los élitros ausente (0), presentes (1)

19) Coxas anteriores contiguas (0), separadas (1)

20) Denticulos en la superficie interna de las tibias, solo en el primer par (0), en los tres
pares de tibias (1), ausentes en los tres pares de tibias (2)

21) Corbiculas de las tibias posteriores abiertas (0), levemente cerradas (1), cerradas (2)
22) Peines de las tibias posteriores de igual largo o el apical levemente mas largo (0),

peine dorsal mas largo (1)
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23) Tarsitos 1° y 2° muy elongados (0), tarsito 1° poco elongado, tarsito 2° transversal

(1)

Genitales femeninos

24) Esternito VIII de la hembra subromboidal (0), suboval (1), subpentagonal (2)

25) Ovipositor con dos baculi ventrales (0), con dos pares de baculi, ventrales y dorsales
(D

26) Hileras de setas laterales a los baculi del ovipositor ausentes (0), presentes (1)

27) Estilos presentes (0), ausentes (1)

28) Hemiesternitos levemente esclerotizados, valviformes (0), esclerotizados, en forma
de una corta (1), fuertemente esclerotizados, en forma de uiia larga (2)

29) Nodulus de la espermateca reducido (0), conico (1), tubular largo, sin prominencia

posterior (2), tubular largo, con prominencia posterior (3)

Genitales masculinos

30) Apice del aedeagus en punta (0), redondeado, con dos puntas laterales (1)
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Figura 12. Caracteres de los genitales en el complejo Pantomorus-Naupactus.

a-c: esternito VIII de la hembra. a) oval; b) subromboidal; ¢) subpentagonal.

d-g: ovipositor de la hembra. d) con lineas de setas a cada lado de los baculi del ovipositor,
hemiesternitos moderadamente esclerotizados, estilo presente; e) con linea de setas ausente; f)
hemiesternitos muy esclerotizados, cortos, estilo ausente; g) hemiesternitos largos.

h-k: espermateca de la hembra. h) con nodulos vestigiales; i) con noédulos conicos; j) con nodulos
tubulares, sin prominencia basal; k) con noédulos tubulares, con prominencia basal.

I-m: Aedeagus del macho. 1)con apice en punta; m) con apice redondeado con dos puntas laterales.
Escalas: 1mm (figs. a-g, I-m); 0.25 mm (figs. h-i); 0.50 mm (figs. j-k).
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Fig.13: Laminas de la especies representativas de la diversidad dentro del complejo Pantomorus —Naupactus.

1, Aramigus tessellatus (Say); 2, Asynonychus cervinus (Boheman); 3, Eurymetopus fallax Boheman; 4,

Graphognathus leucoloma (Boheman); 5, Pantomorus auripes Hustache; 6, Naupactus cinereidorsum

Hustache.

Escalas: 1 mm.

*V < vegascve
Cre e e
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CAPITULO IV

Estudio filogeografico en el picudo del

algodonero Anthonomus grandis

87



1. ANTECEDENTES.

1.1 Datos biologicos v daiios al cultivo del algodon.

El picudo del algodonero Anthonomus grandis Boheman pertenece a la
subfamilia Curculioninae, con alrededor de 6200 especies de distribucion cosmopolita,
cuyas larvas endofiticas se desarrollan generalmente en flores y frutos de numerosas
familias de dicotiledoneas. Dentro de Curculioninae la tribu de mayor importancia
econdémica es Anthonomini, pues incluye varias especies plaga, entre ellas Anthonomus
grandis, que es uno de los insectos mas destructivos del mundo.

La invasion del cinturén algodonero de los Estados Unidos de América, por
parte del picudo, entre fines del siglo XIX hasta principios del siglo XX, ocasion6 danos
tan importantes, que determin6 que la mayoria de los productores del drea abandonaran
dicho cultivo.

En Brasil, las pérdidas en la produccion algodonera, en afios posteriores a la
deteccion del picudo fueron del 90% en el nordeste y del 60% en los estados de Parana
y Sao Paulo. En consecuencia Brasil pasoé de ser un pais exportador a ser el segundo
pais importador de algodon. Asimismo, la produccion se encarecid en un 30% debido a
la necesidad de emplear insecticidas y otros métodos de control, y mas de un millon de
trabajadores de las cosechas de algodon quedaron sin trabajo. En Paraguay, la situacion
es similar, y dicho pais produce actualmente un 50% menos de algoddn, de lo que
producia antes de la irrupcidn del picudo.

En la Argentina, el area algodonera esta comprendida entre los 23 y los 31
grados de latitud sur, y los 54 y 69 grados de longitud oeste. El cultivo se realiza en una
franja que se extiende desde la provincia de Santiago del Estero, en el noroeste, hasta la
provincia de Misiones en el noreste. De la totalidad de las exportaciones algodoneras,
aproximadamente el 42% se encuentra en la provincia de Chaco, el 18% en Formosa, el

15% en Santiago del Estero, el 11% en Corrientes y el 7 % en Santa Fe.

Los programas de monitoreo y control implementados por el SENASA, desde
que el picudo del algodonero fuera detectado por primera vez en el pais, estan
destinados principalmente a impedir su ingreso desde areas algodoneras de paises
vecinos (Paraguay y Brasil), sin embargo la plaga ya se ha extendido ampliamente en la

Argentina, aunque la densidad de sus poblaciones no es tan elevada. De acuerdo con los
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registros conocidos, habria dos vias principales de ingreso desde paises vecinos, una
desde Brasil hacia Misiones (provincia donde fuera detectado por primera vez en 1993)
y otra desde Paraguay hacia Formosa (el primer registro para dicha provincia se produjo
en 1994). Los picudos colectados en zonas algodoneras de Corrientes en el afio 2000,
procederian principalmente de Misiones, y los encontrados recientemente en Chaco,
provendrian de Formosa.

La alta tasa reproductiva del picudo del algodonero, su capacidad de
desarrollarse en distintos huéspedes y su adaptacion a diferentes condiciones
ambientales (aun aquéllas muy extremas), sumada a su gran capacidad de vuelo,
explican la gran dispersion de la especie a lo largo de todo el continente americano y su
peligrosidad como plaga. Las hembras del picudo del algodonero depositan un huevo
por postura, en los botones florales o capullos del algodonero y de otras malvaceas.
Eligen el area de oviposicion con sus antenas y hacen un orificio con sus mandibulas
para introducirlo. Se ha calculado un promedio de seis posturas por dia, de modo que al
cabo de su vida una hembra puede oviponer hasta 300 huevos (promedio de 100-120).
La eclosion de los huevos ocurre generalmente 2-3 dias después de la oviposicion. Una
vez emergidas, las larvas comienzan a alimentarse del polen, otras partes de las flores,
las semillas y/o las fibras, destruyéndolas. Dado que su desarrollo es endofitico, se
encuentran muy protegidas de los depredadores. La temperatura y la humedad tienen
una gran incidencia en la supervivencia de las larvas, por ejemplo a 30 °C el desarrollo
desde huevo hasta la emergencia del adulto tarda 17-18 dias, si la temperatura es de
21°C, en cambio, ese tiempo se alarga a 36 dias. Se han registrado tres estadios larvales
y 7-10 generaciones anuales (Ahmad & Burke, 1972).

Los machos producen una feromona de agregacion que atrae tanto a hembras
como machos, los cuales vuelan hacia los lugares donde hay mayor concentracion de
feromonas (por esta razoén una de las formas de monitorear las poblaciones de la plaga
es precisamente mediante trampas de feromonas). Para sintetizar y liberar la feromona
los machos necesitan alimentarse, de modo que cuanto mas se alimenten, mayor sera su
capacidad de atraccion. Es precisamente el algodonero, la planta cuya concentracion de
terpenos y terpenoides le permite sintetizar al picudo una mayor cantidad de feromona.
Las hembras también necesitan alimentarse antes de copular, y minutos después de la
copula comienzan a oviponer.

En zonas templado-frias los picudos hibernan en la hojarasca, malezas, capullos

caidos u otros lugares de refugio. Entonces cesa la gametogénesis, decrece el contenido
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de agua y la frecuencia respiratoria, y aumenta el contenido de grasas. Al menos 5-10%
logra sobrevivir en estas condiciones hasta que las condiciones de temperatura y
humedad sean mas favorables. Algunos autores mencionan también una diapausa
estival, que les permitiria sobrevivir en ambientes extremadamente aridos como el
desierto de Sonora en México y suroeste de EE.UU, y en el nordeste brasilefio. Esos
picudos oviponen casi exclusivamente en capullos y no en flores, comportamiento que

ha sido mencionado como una adaptacion a ambiente aridos.

Figura 14. Ciclo de vida de A. grandis. Fuente: Manessi, 1997

2-3 dias

1- apareamiento

dias

7-12 dias
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1.2 Diferenciacion intraespecifica.

Anthonomus grandis es una especie muy variable desde el punto de vista
morfoldgico, y cabe suponer que, de tener menor vagilidad o no mediar flujo génico
entre poblaciones distantes gracias al cultivo del algodon, probablemente se hallaria
diferenciada al menos a nivel de subespecies. Burke (1968) estudié la diferenciacion
morfoldgica del picudo y llegd a la conclusion de que existirian tres formas, mas o
menos bien diferenciadas en América del Norte y México, entre las cuales se observan
también muchos estados intermedios. Segun este autor, la forma “mexicana”, a la que
pertenecen los picudos del sur de México, seria la mas ancestral, y a partir de ella
habrian derivado la forma “thurberia” del noroeste de México y suroeste de EE.UU,
asociada principalmente con Gossypium thurberi y la forma del “sudeste de EE.UU.”
que fue la que produjo la gran infestacion del cinturén algodonero del sudeste de
EE.UU a fines del siglo XIX y principios del siglo XX (Fig. 14).

En lo que respecta a su diferenciaciéon genética, el picudo ha sido muy poco
estudiado, especialmente si se toma en cuenta su importancia como plaga en América.
Roehrdanz & North (1992) y Roehrdanz (2001) realizaron analisis de fragmentos de
restriccion de ADN mitocondrial en poblaciones de EE.UU y México, con el objeto de
caracterizar genéticamente las formas del picudo descriptas por Burke, habiendo
obtenido resultados preliminares promisorios. Dichos autores plantearon que el analisis
de la diferenciacion del ADN mitocondrial podria contribuir ademas, a poner a prueba
hipdtesis alternativas con respecto al cambio de huéspedes desde plantas nativas al
algodon cultivado:

» Si el cambio de huéspedes desde malvaceas silvestres hacia al algodon fuera
muy reciente o si se hubiera dado en una pequefia poblacion, por efecto de
cuello de botella, cabria esperar una escasa diferenciacion a nivel de los
haplotipos mitocondriales.

» Si los picudos que se desarrollan habitualmente en plantas silvestres pudieran
realizar un cambio de huésped, hacia el algodon, cada vez que les fuera posible,
entonces cabria encontrar una considerable diferenciacion en las poblaciones de

estos picudos.
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1.3 Lugar de origen de la especie.

Los primeros estudios realizados en el picudo del algodonero (Townsend, 1895;
Coad, 1915) ya proponian a México como lugar de origen de A. grandis.
Posteriormente, Burke (1968) y Burke et al. (1986) apoyaron esta hipdtesis, que fue
corroborada recientemente por Jones & Burke (1997) y Jones (2001) desde un punto de
vista filogenético. Estos autores proponen que A. grandis se encuentra relacionada con
un grupo de cuatro especies de anthonominos que se distribuyen en México y América
Central. Las cuatro especies, que constituyen el denominado “grupo de A. grandis”
(Jones & Burke, 1997), ademas del picudo, son: 4. hunteri Burke & Cate, 4. mallyi
Jones & Burke, A. palmeri Jones & Burke y A. towsendi Jones & Burke. A diferencia
de estas cuatro especies, el picudo del algodonero presenta un area de distribucion
mucho més extensa y también un rango de plantas huéspedes mas amplio dentro de las
malvaceas, preferentemente de la tribu Gossypieae.

La informacion relativa a las relaciones filogenéticas inferidas para el “grupo de
A. grandis” y a sus plantas huéspedes, ha sido fundamental para plantear una hipétesis
sobre el origen y posterior dispersion del picudo. Fryxell & Lukefahr (1967) y Burke et
al. (1986) propusieron a Hampea como huésped originario del picudo. Jones & Burke
(1997) consideraron a Hampea como huésped ancestral de todo el “grupo de A.
grandis”, dado que todas las especies del grupo se desarrollan en plantas de este género,
distribuido desde el sur de México hasta Colombia (Jones et al., 1997). Las especies del
“grupo de 4. grandis” son monofagas para especies de Hampea (tabla 14), y A. grandis
constituye una excepciéon pues puede emplear como hospederos alternativos a
malvaceas de otros géneros ademds de Hampea, como Gossypium, Cienfuegossia
Hibiscus y Thespesia (Fryxell & Lukefahr, 1967; Burke & Cate, 1979, Burke et al.,
1986; Jones & Burke, 1997) (tabla 15).

Dado que la mayor diversidad especifica del huésped ancestral Hampea se
hallaria en las selvas del sur de México, Burke et al (1986) plantearon que esta zona de

tierras bajas y humedas, y clima célido, seria el lugar de origen del picudo (Fig. 15).
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Tabla 14: Especies afines a 4. grandis, distribucion y plantas hospederas, segun Jones & Burke (1997).

Especie Distribucion Hospedero
Anthonomus hunteri M¢éxico (Yucatan) Hampea trilobata
Anthonomus mallyi Costa Rica Hampea appendiculata
Anthonomus pameri México (Chiapas) Hampea longipes

Hampea montebellensis
Anthonomus townsendi México (Chiapas) Hampea mexicana
Hampea latifolia

Tabla 15: Distribucidn geografica actual y hospederas de Anthonomus grandis.

Meéxico, principalmente en las selvas del sur del pais, y a lo largo de ambas
costas, Pacifica y del Golfo de México. Se registrd por primera vez en 1843.
Se halla en cultivos de algodén y en numerosas malvaceas silvestres de los
géneros Gossypium, Cienfuegosia, Hampea, Thespesia e Hibiscus.

EE.UU, a lo largo de todos los estados del sur del pais, desde California
(costa oeste) hasta Florida (costa este). Se registré por primera vez en 1892
en Texas, donde se halla asociada con algodéon y con Cienfuegosia
drumondii. En Arizona y Nuevo México se asocia con Gossypium hirsutum
y con Gossypium thurberi, esta Ultima especie, endémica del area y de
Sonora en México. Fue erradicado de la mayor parte del cinturén algodonero
(desde Texas hacia el este), donde no existen huéspedes nativos, pero
persiste desde Texas hacia California.

Paises de América Central, incluyendo islas del Caribe como Cuba, Haiti y
Republica Dominicana. Se registrd en el area a partir de 1932. En Cuba se
asocia exclusivamente con Gossypium barbadense.

Paises de América del Sur. Venezuela (1949), Colombia (1951), Brasil
(1983), Paraguay (1991), Argentina (1993 Misiones, 1994 Formosa, 2000
Corrientes, 2003 Chaco), Bolivia (1997). En Venezuela y Paraguay se la
encontr6 asociada con especies de Cienfuegosia, ademas de Gossypium
hirsutum.

1.4 La dispersion hacia el norte.

La dispersion hacia el norte del picudo (Fig. 15), supone un cambio o

ampliacion en el rango de huéspedes desde Hampea a Gossypium (género al cual

pertenece el algodon cultivado, G. hirsutum, y otros algodones silvestres como G.

barbadense) y Cienfuegosia. Dichos géneros presentan varias especies y razas que se

distribuyen a los largo de las costas del Pacifico y del Golfo de México, evitando el area

central del Altiplano Mexicano, y se habrian diferenciado principalmente durante el

Pleistoceno (Fryxell, 1965). Tomando en cuenta estas estimaciones, Burke et al. (1986)

plantearon que la dispersion del picudo desde el sur de México hacia el norte habria
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ocurrido durante dicho periodo geoldgico, lentamente y junto con sus plantas
huéspedes, pertenecientes a la tribu Gossypieae.

Las diferencias morfologicas entre los picudo de México y los de EE.UU
(“forma thurberia” en el oeste y “forma del sudeste” en el este) refuerzan la idea de que
la migracion inicial hacia el norte habria ocurrido tempranamente en la historia de la
especie, y que este evento precedid, seguramente, el cultivo extensivo del algodén por
parte del hombre. El picudo habria avanzado hacia el norte en la medida que sus
huéspedes silvestres se lo permitieron: Gossypium hirsutum, G. thurberi en el desierto
de Sonora, y Cienfuegosia drumondii en Texas (Burke & Clark, 1976), y también en la
medida que las poblaciones colonizadoras fueron capaces de adaptarse a nuevas
condiciones ambientales, muy diferentes a las originales (clima mucho mas frio y seco).

Burke et al (1986) también plantearon que, a diferencia de la dispersion natural
hacia el norte, la colonizacion del cinturén algodonero de EE.UU, desde Texas hasta la
costa Atlantica, ocurri6 en forma muy rapida (desde 1898 hasta 1916). Resulta evidente
que esta invasion fue posible gracias al cultivo extensivo del algodén en el area, sin
embargo, dichos autores también destacaron la importancia de la seleccion natural
operando durante mucho tiempo sobre las poblaciones de Arizona y Texas
(probablemente desde fines del Pleistoceno) y favoreciendo la adaptacion de los picudos
a las nuevas condiciones ambientales. Sin la presencia de picudos pre-adaptados a
dichas condiciones, tampoco hubiera sido posible la invasion del cinturén algodonero
de Estados Unidos.

Fig. 15: Mapa de distribucion de especies tetraploides de Gossypium en América Central.
Fuente: Adaptacion de la figura 54 de Fryxell. The Natural History of Cotton Tribe. (1979).
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Figura 16. Mapa mostrando la distribuciéon de morfotipos de picudo y su dispersion en América.

Fuente: Burke et al. (1986).
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1.5 Hipotesis sobre el origen de las poblaciones en América del Sur.

Hasta el presente se han propuesto dos hipotesis alternativas sobre la presencia
de Anthonomus grandis en América del Sur: la primera de ellas es la de Burke et al.
(1986) que postula que el picudo habria ingresado a América del Sur debido al
comercio del algodon, y se basa en los registros disponibles de la irrupcion de la plaga
en las areas de cultivo y en la similitud morfologica de los picudos de Brasil con los
picudos del sudeste de EE.UU. La hipotesis alternativa es la que plantearon Scataglini
et al. (2000) y propone que el picudo se habria dispersado naturalmente desde México
hacia América del Sur, en tiempos geologicos, y que su irrupciéon como plaga se habria
producido principalmente debido al cultivo extensivo del algodon. Esta hipdtesis no
descarta que también se hayan producido introducciones de picudos desde otros paises

como EE.UU, debido al comercio del algodon.

1.5.1 Hipotesis de sucesivas introducciones debido al comercio del algodon.

La presencia del picudo del algodonero en América del Sur ha sido asociada
con importaciones ligadas al cultivo del algodon, desde mediados del siglo XX. Los
datos disponibles indican que el picudo se registrd por primera vez en Venezuela en
1949. Estos picudos se asemejaban a la “forma del sudeste”, por lo que se consider6 que
hubo una introduccion accidental desde EE.UU. Sin embargo es interesante notar que
pese a esa supuesta introduccion reciente, los picudos de Venezuela ya se habian
adaptado a un hospedero nativo, Cienfuegosia affinis.

En Colombia A. grandis se hall6 sobre algodon cultivado en 1951. Esta
infestacion pudo haber provenido de Venezuela, sin embargo los picudos de Colombia y
Venezuela difieren entre si morfologicamente, y por lo tanto, representarian
introducciones separadas.

Treinta y cuatro afios después de la primera infestacion en Venezuela (1949) la
plaga aun no habia irrumpido en Brasil. Esto recién ocurri6 en 1983, cuando se reporto
el picudo en febrero en el estado de Sao Pablo (sudeste) y en julio en el estado de
Pernambuco (nordeste). En 1984 ya se habia extendido al estado de Rio Grande do
Norte y en 1985 al estado de Ceard. Entonces ya habian sido infestadas 800.000
hectareas de cultivo y las pérdidas causadas por el insecto se hallaban cerca del 75%.

En abril de 1991 el picudo se detectd en Paraguay y para febrero de 1993 ya se
hallaba a 200 km del limite fronterizo con la Argentina. Debido al ingreso del picudo al

Paraguay se intensificaron en nuestro pais las actividades de monitoreo del insecto a
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través del disefio de una red nacional de trampas de feromonas que abarco las provincias
de Misiones, Chaco, Corrientes, Santa F¢ y Formosa con especial énfasis en Misiones.
Entre enero y agosto de 1993, el “Instituto Argentino de Sanidad y Calidad Vegetal” del
SENASA puso en operacion una red de 2.660 trampas en las provincias antes
mencionadas, en areas especificas de vigilancia, como zonas de frontera y areas de
cultivo.

El primer ejemplar de la plaga fue coleccionado en abril de 1993, en trampas de
feromonas ubicadas en el Parque Nacional Iguazu, provincia de Misiones. En junio de
1994, A. grandis se detectd por primera vez en lotes de algodon, en el noreste de la
provincia de Formosa, departamentos de Pilcomayo y Pilagés. A partir de entonces las
capturas producidas en la denominada zona roja de la provincia de Formosa fueron
constantes, debido probablemente al ingreso desde zonas algodoneras de Paraguay.

A fines de abril de 1996, se produjeron las primeras capturas de picudo en la
provincia de Corrientes, cerca del limite con Misiones, en un area sin cultivo de
algodon. Finalmente, en el 2003, se registrd la captura de los primeros picudos en
Margarita Belén, Chaco, que es la provincia de mayor produccion algodonera de la

Argentina (cerca del 80%), lo cual cambié nuevamente la frontera de avance de la

plaga.

1.5.2 Hipotesis de la dispersidén natural desde México hasta América del Sur.

Esta hipotesis surgi6 a partir de los resultados obtenidos por Scataglini et al
(2000), en un estudio de poblaciones de América del Sur de picudos mediante la
técnicas de RAPD (Polimorfismos del ADN amplificados al azar).

Los autores caracterizaron poblaciones de Argentina, Brasil y Paraguay y las
compararon con posibles poblaciones fuente de México y EE.UU, analizando un
promedio de diez individuos por muestra. Las muestras estudiadas pertenecieron a tres
localidades de Argentina: Puerto Peninsula (Pe), Parque Iguazu (Ig) y Laguna Naick-
Neck (Nn); dos localidades de Brasil: Caraja (Cj) y Londrina (Lo); dos de Paraguay:
Caacupé (Ca) e Yjhovy (Y]); una de México: Tecoman (Me), y una muestra proveniente
de un laboratorio de Estados Unidos del estado de Mississippi (USA). La mayoria de las
muestras correspondieron a areas algodoneras, excepto la del Parque Nacional Iguaza
(4rea protegida de vegetacion nativa) y Pto. Peninsula. Se utilizé también una muestra
de A. vestitus, proveniente de Ecuador (Ec), como referencia interespecifica.

En el arbol de Neighbour-Joining obtenido a partir del estudio de RAPD, las
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poblaciones de Argentina, Puerto Peninsula y Laguna Naick Neck, son intermedias
entre las de Brasil (Londrina y Carajd) y Paraguay (Caacupé e Yjhovy), excepto la
poblacion de Puerto Iguazl, genéticamente mas cercana a la de México que a las
restantes poblaciones de América del Sur (Fig. 17).

En concordancia, las poblaciones de Tecoman (México) y del Parque Nacional
Iguazi (Argentina) presentaron la mayor diferenciacion genética, medida como
porcentaje de loci polimorficos y niveles de heterocigosis (tabla 16), lo cual es una
caracteristica tipica de poblaciones antiguas (Brussard, 1984).

Al analizar posteriormente muestras del Parque Nacional Iguazi que le fueran
enviadas por la Dra. Lanteri, el Dr. H Burke advirtié que algunos de estos especimenes
presentaban caracteristicas intermedias entre la “forma mexicana” y la “forma del
sudeste”.

Estos resultados llevaron a suponer a los autores que al menos algunos linajes de
picudos habrian llegado a América del Sur en tiempos geoldgicos, previos al cultivo

extensivo del algodon, hipotesis que fue puesta a prueba en el actual trabajo de tesis.

Tabla 16: Diferenciacion genética obtenida en el estudio de RAPD de Scataglini e a/ 2000.
H: Heterocigocis media por locus RAPD. P: Porcentaje de loci polimorficos.

(Arg.) | (Arg) | (Arg) | (Par.) (Par.) | (Bras.) | (Bras.) | (Mex.) | (USA)

Ig. Pe. Nn. Ca. Yj. Lo. Cj. Me US A. vest

H |0.173+ [0.151+ [0.169+ |0.181+ |0.134+ [0.117+ [0.118+ |0.238+ |0.229+ [0.230+
0.030 0.032 0.034 0.034 0.033 0.033 0.032 0.035 0.035 [0.036

P |60.98 41.46 43.90 51.22 31.71 26.83 29.27 60.98 53.66 [58.54

Fig. 17: Arbol de Neighbour-joining obtenido en el estudio de RAPDs de Scataglini et al (2000). El largo
de las ramas es proporcional a las distancias genéticas. En los nodos se indican los valores de boostrap.
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2. HIPOTESIS PUESTA A PRUEBA.

» Ocurrencia de poblaciones de Anthonomus grandis ancestrales en

América del Sur.

3. OBJETIVOS PARTICULARES.

O Analizar la diferenciacion de las secuencias de los genes
mitocondriales de Citocromo Oxidasa I (COI) y Citocromo Oxidasa II
(COII).

» Establecer las relaciones genealdgicas entre los haplotipos hallados,
utilizdndolos como unidades terminales de un analisis de parsimonia.

» Realizar un analisis filogeografico teniendo en cuenta la diferenciacion,

genealogia, frecuencias y distribucion geografica de los haplotipos.

4. ESTRATEGIA Y MATERIALES DE ESTUDIO.

» Se llevo a cabo un analisis filogeografico a partir de secuencias de ADN
correspondientes a fragmentos de los genes mitocondriales de
Citocoromo Oxidasa I y Citocoromo Oxidasa II, analizando un promedio
de 9 y 6 individuos por poblacion respectivamente.

» Se estudiaron 7 poblaciones: tres pertenecientes a Argentina (Laguna
Naick-Neck, Pto. Peninsula y Parque Iguaz(); una a Paraguay (Caacupé);
una a Brasil (Londrina); una a Estados Unidos (Lubbock, del estado de
Texas) y una perteneciente a México: Tecoman, en el caso del gen COl y
Tamaulipas, en el caso del gen COIIL. La mayor parte de las muestras
fueron tomadas sobre campos de algodon, excepto las correspondientes a
Pto. Peninsula y Parque Nacional Iguazi, que provienen de zonas de

vegetacion nativa.
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» Como outgroup se utilizé un ejemplar de la especie 4. vestitus Boheman,
conocida como “picudo peruano del algodonero”, distribuida en Ecuador

y norte de Pert (Burke & Cross, 1966).
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Fig 18. Mapa de localidades muestreadas en el estudio filogeografico con secuencias de ADN.

Se muestran en detalle las ubicaciones para América del Norte y del Sur.
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5. RESULTADOS.

5.1 Diferenciacion en las secuencias de genes mitocondriales.

5.1.1 Enel gen de COIL.

Se obtuvo un total de 61 secuencias de 279 pares de bases correspondientes a las
posiciones 296 a 574 del gen de COI. Las mismas presentaron 136 sitios variables, los
cuales generaron 23 haplotipos diferentes (ver el punto 5.2.1 diversidad haplotidica).
Las diferentes secuencias obtenidas fueron depositadas en el Genbank bajo los numeros

de acceso AY266610-31.

Las proporciones totales de nucleotidos obtenidas en las secuencias fueron:
33,7% de T, 19,2% de C, 32,2% de A y 14,9% de G. Las frecuencias nucleotidicas
mostraron un alto predominio de bases A y T, alcanzando un promedio de 69,9 % entre
individuos; en concordancia con los porcentajes registrados en otros Curculionidae
(Langor & Sperling, 1997). Este predominio fue mucho mas notorio para las terceras
posiciones (85,6%) que para las primeras (59,3%) o las segundas posiciones (52,7%).

La divergencia intraespecifica total (sin incluir a A. vestitus) fue de 0.053+/-
0.005, siendo la poblacion de Iguaza la que mostrd el mayor nivel de diferenciacion
nucleotidica (tabla 17). Si bien los valores de divergencia nucleotidica obtenidos son
mas altos que los esperados en estudios intraspecificos en insectos (Howland & Hewitt,
1995; Langor & Sperling, 1997; Lunt et al, 1996), muchos trabajos realizados en
especies de gorgojos a partir de ADN mitocondrial han reportado también altos valores
de divergencia. Normark (1996) encontré6 mas de 9% de divergencia intraespecifica en
un estudio de seis morfotipos pertenecientes a una especie de gorgojos de rostro corto
de América del Sur. El gorgojo de América del Norte Pinus strobi conforma un
complejo de cuatro linajes o especies extremadamente similares morfologicamente, que
presentan una muy alta divergencia en su ADN mitocondrial: 16% de divergencia a
partir de datos de RFLP y 7,5% a partir de datos de secuencias. La especie de gorgojo
de la alfalfa euroasidtica Hipera postica (Gyllenhall) ha mostrado mas de 5% de
divergencia en su ADN mitocondrial (Jones, 2001).

Ademas, los valores de divergencia intraespecifica reportados en este estudio se
hallan muy por debajo del nivel de divergencia promedio de los haplotipos de A.
grandis, con respecto a los de 4. vestitus.

Las secuencias aminoacidicas correspondientes al gen COI no presentaron

codones “stop” ni cambios en el marco de lectura con respecto a las secuencias

102



propuestas por Lunt et al. (1996) para otros insectos. La distribucién de las zonas
conservadas y variables del gen también coinciden con las obtenidas por los citados
autores (Fig. 19 arriba), excepto en las dos columnas identificadas con flechas en que,
en vez de los aminoacidos conservados esperados (D y S), se observan cambios a ac.
glutdmico (E) y alanina (A) respectivamente, en la mayor parte de las secuencias,

excepto en algunos individuos correspondientes a la poblacion del Parque Iguazu.

5.1.2 En el gen de COIL

Se obtuvo un total de 42 secuencias de 327 pares de bases correspondientes a las
posiciones 256 a 582 del gen de COII. Las mismas presentaron 171 sitios variables, los
cuales generaron 15 haplotipos diferentes (ver el punto 5.2.2 diversidad haplotidica).
Las diferentes secuencias fueron depositadas en el Genbank bajo los nlimeros de acceso
AY267841-56.

Las frecuencias nucleotidicas totales fueron: 31,8% de T, 18,2 % de C, 34,5 %
de A y 14,6 % de G; mostrando un alto porcentaje de A y T promediando un 67,3%
entre individuos. El predominio de A y T fue mayor para las terceras posiciones
(79,8%) que para las primeras (56,9) y segundas posiciones (65%).

La divergencia intraespecifica total resultante fue de 0.087+/-0.008, siendo alta
en comparacion con las de otros insectos (Liu & Beckenbach, 1992) al igual que la
obtenida para COI. La mayor divergencia nucleotidica correspondi6 a las poblaciones
de Iguazi (Arg.) y Tamaulipas (México) (ver tabla 17). Los valores de divergencia para
Tamaulipas podrian estar sobrestimados debido al pequefio tamafio de la muestra
mexicana, sin embargo, son congruentes con la diferenciacion morfologica presentada
por esta muestra con respecto a las demas poblaciones.

Las secuencias aminoacidicas correspondientes al gen COII no presentaron
codones “stop” ni cambios en el marco de lectura con respecto a las secuencias
propuestas por Liu & Beckenbach (1992) para otros insectos. La distribucion de las
zonas conservadas y variables del gen también coinciden con las obtenidas por dichos

autores (Fig. 19, abajo).
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Fig. 19: Traduccion a aminoécidos de las secuencias obtenidas para COI (arriba) y COII (abajo). El sombreado corresponde a los sitios de aminoacidos conservados en
distintos géneros y familias de insectos, propuestos por Lunt et al. (1996) y Liu & Beckenbach (1992) para COI y COII respectivamente. Las flechas indican cambios en
sitios de aminoacidos conservados.
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5.2 Diversidad haplotidica.
5.2.1 En el gen de COIl.

La distribucion y frecuencias de los 23 haplotipos hallados en las poblaciones
estudiadas se muestran en la tabla 17.

Las poblaciones de Iguazi (Misiones, Argentina) y Tecoman (suroeste de
México). registraron mayor numero de haplotipos (ocho y siete, respectivamente) que
las restantes poblaciones, las cuales presentaron entre uno y cuatro haplotipos muy
similares entre si. Asimismo estas Ultimas tienen un haplotipo en comiin, muy frecuente,
que denominados Al, el cual estd ausente en las poblaciones de Tecomén e Iguazq.

De las poblaciones que presentaron el haplotipo Al algunas fueron
monomorficas para el mismo (Caacupé en Paraguay, y Laguna Naick-Neck en Formosa,
Argentina); mientras que otras (Pto. Peninsula de Argentina, Londrina de Brasil y Texas

de EE.UU) presentaron de uno a tres haplotipos mas, cercanos a Al.

5.2.2 Enel gen de COIL

Las distribuciones y frecuencias de los 15 haplotipos hallados en las poblaciones

estudiadas se muestran en la tabla 17.
Para COII se obtuvo el mismo patron de frecuencias de haplotipos que para COI. Todas
las poblaciones, excepto Iguazi y la poblacion mexicana (en este caso de Tamaulipas,
en el nordeste del pais), presentaron un haplotipo en comun y con alta frecuencia, el
cual denominamos A2. Algunas de estas poblaciones fueron monomorficas para A2
(Caacupé, en Paraguay), mientras que otras (Texas en EE.UU; Londrina en Brasil;
Puerto Peninsula en Misiones, Argentina y Laguna Naick- Neck, en Formosa,
Argentina) presentaron uno o dos haplotipos ademas de A2, muy poco diferenciados
con respecto a éste.

Las poblaciones de Iguazii y México no presentaron ningun haplotipo en comin
con el resto de las poblaciones y en su lugar mostraron haplotipos muy diferenciados
entre si y del resto de las poblaciones. En Iguazl, se obtuvo una alta diversidad de
haplotipos (siete diferentes), lo cual no se pudo evaluar detalladamente en la muestra
procedente de Tamaulipas, de la cual solamente se pudo extraer ADN de dos individuos

(tablal7).
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Localidades Acronimos Estados/ Paises Vegetacion N° Frecuencia de haplotipos  Diversidad nucleotidica
media
Lubbock Tx Texas, Cultivo de 9 (COI) 4 Al1,4Tx1,1 Tx2. 0.0092+/- 0.0043
USA algodon
8(COII) 6 A2, 1Tx3, 1 Tx4. 0.0027+/- 0.0019
Tecoman Te Colima, Cultivo de 10 (COI) 1 Tel, 1 Te2, 1 Te3, 0.0150+/-0.0034
México algodon 1 Ted, 4 TeS, 1 Te6, 1 TeT7.
Rio Bravo Ta Tamaulipas Cultivo de 2 (COIl) 1 Tal, 1 Ta2. 0.0510+/-0.0178
M¢éxico algodon
Londrina Lo Parana, Cultivo de 10 (COI) 7 Al,1Lol,1Lo2,1Lo3. 0.0058+/- 0.0022
Brazil algodon
7(COII) 6 A2,1Lo4. 0.0048+/- 0.0027
Caacupé Ca Cordillera, Cultivo de 10 (COI) 10 A1 0
Paraguay algodon 0
7(COIl) 7A2
Laguna Nn Formosa, Cultivo de 7 (COI) 7 Al 0
Naick Neck Argentina algodon
5(COII) 3 A2,2Pe2 0.0033+/-0.0033
Puerto Pe Misiones, Area de plantas 6 (COI) 5Al1,1Pel 0.0062+/- 0.0027
Peninsula Argentina nativas, proxima
a cultivos de 5(COIl) 3 A2,2Pe2 0.0033+/- 0.0033
algodon
Parque Ig Misiones, Area protegida 8 (COI) 1 Igl, 11g2,11g3,1 Ig4, 0.2496+/-0.0243
Nacional Argentina de vegetacion 11g5,11g6,11g7,1 Ig8.
Iguazu nativa
7(COI)  11g9, 11glo, 1Ig 11,1 Igl2, 0.2504+/-0.0316

11g13, 11gl4, 11gl5.

Tabla 17: Frecuencia y diversidad haplotidica para COI y COII en las localidades muestradas.



5.3 Analisis de parsimonia de los haplotipos.

5.3.1 Enel gen de COIl.

El andlisis de los 23 haplotipos del gen COI mostré que, de los 136 sitios
variables, 102 resultaron ser caracteres informativos para el andlisis de parsimonia.

Como resultado de dicho analisis se obtuvieron dos arboles mas cortos de 255
pasos con un indice de consistencia CI = 0.76 y un indice de retencion R/ = 0.77. La
figura 20 muestra el cladograma de consenso estricto entre dichos arboles, los cuales
solo difieren en la posicion del haplotipo Pel.

Los valores de “Bremer support” sefalan altos valores de apoyo para uno de los
clados de Iguazt (designado como LIN1) y su grupo hermano, que incluye los restantes
haplotipos. En dicho grupo se observan dos clados con buenos valores de soporte: el
conformado por los haplotipos de Tecomén y el de las poblaciones que presentan al
haplotipo Al. Las ramas ubicadas en la base de los haplotipos Te5 (Tecoméan) y Al no
se encuentran apoyadas por ningun caracter.

Fig 20: Cladograma consenso de los dos arboles obtenidos a partir de las secuencias del gen COL. Se
indican los valores de soporte de ramas: Jacknife (arriba) y Bremer support (abajo)
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5.3.2 En el gen de COIl.

Al analizar los 15 haplotipos del gen COII se determind que, de los 171 sitios
variables, 144 resultaron ser informativos para el analisis de parsimonia.

Como resultado de dicho analisis de obtuvieron dos arboles de 300 pasos con un
indice de consistencia CI = 0.74 y un indice de retencion R/ = 0.80. La figura 21
muestra el cladograma de consenso estricto entre dichos arboles, los cuales solo difieren
en las posiciones relativas de los haplotipos 1g9, Ig10 e Igl1.

Los valores de “Bremer support” sefialan altos valores de apoyo para el grupo
que incluye a los haplotipos de Tamaulipas y uno de los linajes de Iguaza (LIN1). Este
clado se muestra claramente separado del clado de los haplotipos de Texas y América
del Sur de zonas algodoneras, el cual presenta menores valores de soporte, incluyendo

las ramas que sostienen a A2, que no tienen ninglin apoyo.

Fig 21. Cladograma consenso de los dos arboles obtenidos a partir de las secuencias del gen COIL Se
indican los valores de soporte de ramas: Jacknife (arriba) y Bremen support (abajo
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En los cladogramas obtenidos para los genes COI y COII se observan patrones de relaciones
filogenéticas similares. Los haplotipos de la misma poblacidon se agrupan juntos,
excepto aquéllos pertenecientes a la poblacion de Iguazu que se agrupan en dos clados
distintos lejanamente relacionados, los cuales se designaron como LIN1 y LIN2.

En el cladograma del gen COI (Fig. 20), LIN1 es el clado hermano del resto de
los haplotipos, que forman un grupo con dos subgrupos, el primero incluye los
haplotipos de Tecoman (M¢éxico) y el segundo incluye los haplotipos de Texas y los
restantes de América del Sur. En el arbol del gen de COII (Fig. 21) también se observan
dos clados principales, el primero incluye el LIN1 de Iguazi y los haplotipos de México
(Tamaulipas) como grupos hermanos, y el segundo incluye el LIN2 de Iguazii como
grupo hermano de los restantes haplotipos (de Texas y de América del Sur).

Puede observarse que en el arbol del gen COI, los haplotipos de Texas y los
provenientes de campos de algodén de América del Sur forman un grupo parafilético
con respecto a LIN 2, mientras que en el arbol de COII forman un grupo monofilético,
hermano de LIN2.

De acuerdo a la teoria de la coalescencia, cuando en una poblacion se establece
una barrera en el flujo génico, inicialmente las relaciones entre los haplotipos de las dos
poblaciones divergentes, para cualquier gen dado, van a ser polifiléticas. Con el tiempo,
los haplotipos que persisten incrementaran el grado de parentesco dentro de cada
poblacion, transformdndose en parafiléticos. El ultimo grado de diferenciacion es la
monofilia reciproca, en el cual todos los haplotipos de cada una de las poblaciones hijas
tienen su ancestro comun dentro de su misma poblacion (Avise, 2000).

En el cladograma correspondiente a COII, los haplotipos de Texas y de América
del Sur alcanzaron el estado de monofilia reciproca con respecto a LIN2 de Iguazu, pero
en COI, este grupo se mantiene ain parafilético con respecto a LIN2. En consecuencia,
podria decirse que el tiempo en que se establecid la barrera de flujo génico entre el
LIN2 y los haplotipos de Texas y América del Sur es probablemente cercano al minimo
necesario para alcanzar el status de monofilia de ambos grupos, ya que éste ha sido

alcanzado en el arbol del gen COII, pero todavia no en el arbol del gen de COIL.



5.4 Optimizacion de caracteres, largo de ramas v tasas evolutivas

En la figura 22 se muestran las optimizaciones de los caracteres (opcion
ACCTRAN o acelerada) para uno de los dos arboles obtenidos para COI y COII

respectivamente.
Fig. 22. Cladogramas de COI y COII mostrando la optimizacion de caracteres sobre las ramas. Se utilizo

el tipo de optimizacion ACCTRAN o acelerada
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La figura 22 muestra que, tanto en el arbol del gen COI como en el de COII, el

clado que presenta al haplotipo A no estd soportado por sinapomorfias, y ademas el



haplotipo A no presenta autapomorfias (tiene largo 0) por lo tanto dichas ramas se
colapsaran en los filogramas, dejando al haplotipo A en el nodo. Esto se verifica tanto
para la optimizacion de tipo acelerado como para la de tipo retrasado, es decir que no se
trata de un caso de optimizacion ambigua, sino que para cualquier tipo de optimizacion
estas ramas no presentan caracteres que las sostengan. Lo mismo ocurre en el arbol de
COlI, con el clado que tiene al haplotipo Te5 de Tecomén, en la base. En concordancia,
puede observarse que estas ramas no soportadas por ningun caracter, son las que no
presentan valores de soporte en los cladogramas de las figuras 20 y 21.

Por el contrario, el clado LIN 1 de Iguazu y el clado de Tamaulipas (México) y
sus haplotipos, son los que han acumulado mayor cantidad de cambios tanto en su base
(sinapomorfias) como en sus ramas terminales (autapomorfias). Podria argumentarse
que la relacion entre los haplotipos que presentan ramas largas, como los de Iguazl
(LINT) y Tamaulipas, pueden deberse a un artificio del método y que dichos haplotipos
se retinen en un mismo clado debido al fenomeno designado como atraccion de ramas
largas (= “long branch attraction™) descripto por Felsenstein (1978), en cuyo caso el
método de parsimonia no seria efectivo. El modelo de atraccion de ramas largas
presupone que la causa mas probable de similitud entre dos taxa de ramas largas que
aparecen relacionados, no es la ancestralidad comun, sino la convergencia (Goloboff,
1998a) y que alguno de ellos podria estar mds cercanamente emparentado con otros
taxones. Sin embargo parece improbable que este efecto haya ocurrido en el presente
analisis, dado que en el arbol de COI, donde no se muestreé Tamaulipas, los haplotipos
de Iguaza LINI también aparecen formando un clado muy distante de todos los demas
haplotipos (de Texas y de América del Sur).

Los haplotipos de Iguaz del LIN2 también presentan ramas bastante largas,
aunque menores que LIN1. Entre los restantes haplotipos (con ramas terminales cortas),
los que presentan mayor cantidad de autapomorfias son los de Londrina (Lol y Lo3 en
COI) y uno de los de Tecoman (Te7).

El largo de una rama, estd dado por la cantidad de cambios acumulados. La
cantidad de cambio esta determinada por la tasa o velocidad evolutiva de los caracteres
sobre esa rama, asi como por el tiempo de divergencia. En consecuencia, segin los
resultados obtenidos, podria inferirse que los haplotipos de Iguazi (LINI) y de
Tamaulipas son mas antiguos que el resto, o bien, que tienen una edad similar pero su
tasa evolutiva es mucho mas rapida. La cantidad de cambio acumulada tanto en los LIN

1 de Iguazi como en Tamaulipas, es tan alta con respecto a la presentada por las demas



poblaciones, que no podria explicarse solamente por tasas evolutiva mayores.
Evidentemente el patron presentado estd determinado mayormente por el tiempo de
divergencia de estos haplotipos, aunque también podrian presentar alguna diferencia en
sus tasas evolutivas. De hecho, en este trabajo no se han supuesto tasas de evolucion
constantes y en consecuencia tampoco se ha utilizado la técnica del reloj molecular.

El hecho de que el patron de largo de ramas para todos los haplotipos sea
coincidente en los cladogramas de COI y COII, es decir que en dos analisis
independientes las cantidades de cambio para los distintos haplotipos fueron las
mismas, corrobora la hipotesis de que, en este andlisis, un mayor largo de ramas
evidencia un tiempo de divergencia mayor; ya que si el patron obtenido se debiera
mayormente a diferencias en las tasas evolutivas, estas no tendrian porqué guardar
relacion en los diferentes genes. Si bien no es posible aplicar este razonamiento a la
poblacion de Tamaulipas, ya que la misma fue analizada so6lo en el caso del gen COII,
su condicion de ancestralidad se deduce rapidamente de su ubicacion geografica, pues
se encuentra justamente en el pais considerado como originario para la especie.

En resumen, el mayor largo de ramas que presentan los haplotipos de Iguazi y
de México: LIN1 y Tamaulipas en mayor grado, y LIN2 y Tecoman en menor grado,
evidencia una condicion de ancestralidad de los mismos. Estos resultados coinciden con

los obtenidos previamente para el analisis de diversidad de los haplotipos.

5.4 Analisis de los filogramas.




Fig 23: Filograma obtenido para los haplotipos del gen COI. Los haplotipos correspondientes a las distintas poblaciones se muestran en diferentes colores. Las superficies de
los circulos y la longitud de las lineas son proporcionales a la frecuencia de haplotipos y a los largos de rama, respectivamente.
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Fig 24: Filograma obtenido para los haplotipos del gen COII. Los haplotipos correspondientes a las distintas poblaciones se muestran en diferentes colores. Las superficies de
los circulos y la longitud de las lineas son proporcionales a la frecuencia de haplotipos y a los largos de rama, respectivamente.




Los filogramas obtenidos para los haplotipos del gen de COI y COII (Figs. 23 y
24 respectivamente) resumen toda la informacién analizada previamente. De esta
manera, el andlisis filogeografico permite poner en evidencia los diferentes grados de
estructuracion poblacional de las especies y detectar los posibles eventos historicos que
dieron lugar a la misma (Avise et al., 1987). En este caso, A. grandis aparece como una
especie fuertemente estructurada y es por eso que se observan distintos filogrupos
separados por varios pasos mutacionales.

En primer lugar, los filogramas muestran que los haplotipos cuyas ramas no
estaban soportadas en los cladogramas (A en COI y COIl, y Te5 en COI) toman una
posicion central en la red y a partir de ellos surgen haplotipos derivados. Los haplotipos
centrales suelen presentar una mayor frecuencia y muchas veces también una amplia
distribucion geografica. Este es el caso del haplotipo A, que se muestra en alta
frecuencia y ampliamente disperso en todas las muestras recolectadas sobre algodon o
cercanas a zonas algodoneras, en Texas y América del Sur. A su vez, dentro del
filogrupo del haplotipo A, los haplotipos derivados se separaron por pocos pasos
mutacionales, como se observa en las poblaciones de Texas, Londrina, Pto. Peninsula y
Laguna Naick-Neck, en esta ultima sélo en el caso del gen COII, ya que es
monomorfica para A en COL.

Tanto en el filograma de COI como en el de COII, se puede observar que los
haplotipos de México y los correspondientes al LIN1 y LIN2 de Iguazl se encuentran
formando diferentes filogrupos, los cuales aparecen separados por “gaps” de muchos
pasos mutacionales. Estos “gaps” podrian estar correlacionados también con una mayor
distancia geografica, en el caso de las poblaciones mexicanas, pero en el caso de los
linajes del Parque Nacional Iguazi, estaria evidenciando otro tipo de aislamiento de
largo plazo, como por ejemplo eventos de fragmentacion historica. A su vez, la
presencia de varios haplotipos muy diferenciados dentro de un mismo filogrupo, como
los del LINI de Iguazi y Tamaulipas y, en menor grado, los del LIN2 de Iguaza y

Tecoman, evidencian un tiempo relativo mayor de divergencia en estas poblaciones.



6. DISCUSION.

6.1.1.a.1.1.1 .Poblaciones ancestrales de picudo en América

del Sur?

De los resultados del analisis filogeografico de secuencias de los genes COl y
COII referidos a poblaciones del picudo del algodonero (diversidad y diferenciacion
haplotidica, filogenia de dichos haplotipos y filogeografia) se infiere que en América
del Sur habria poblaciones de 4. grandis ancestrales, asociadas con areas de reserva de
vegetacion nativa. Esto se evidencia en la muestra del Parque Nacional Iguazi y
posiblemente ocurre en distintas areas de Brasil, Bolivia, y/o paises del norte de
América del Sur como Colombia, de los cuales no se han estudiado muestras.

Un estudio complementario al aqui presentado, Guzman (2004) demuestra,
mediante la técnica de RAPDs de alta resolucion, que no se encuentra un patron claro de
diferenciacion genética entre poblaciones de América del Sur de picudo coleccionadas
sobre plantas nativas vs. poblaciones de algodén. Sin embargo, una muestra de este
estudio coleccionada en un area de reserva de la selva paranaense, Urugua-i, mostrd una
muy alta diferenciacion en relacion al resto de las poblaciones, presentandose como
poblacidn ancestral. Este hecho refuerza la hipotesis de que las poblaciones ancestrales
de A. grandis en América del Sur, (como Iguazi y Urugua-i) se encontrarian en zonas
de vegetacion nativa protegidas.

Los resultados obtenidos en el presente estudio filogeografico corroboran la
hipotesis propuesta por Scataglini et al. (2000) basada en los resultados de la técnica de
RAPDs. Es decir que la explicacion mas plausible para el origen y dispersion del picudo
en América del Sur seria muy similar a la que plantearon Burke y colaboradores (1986)
para América del Norte, en el sentido que en América del Sur también se habrian
producido por un lado dispersiones (o expansiones de rango) en el pasado geoldgico,
asociadas con huéspedes nativos, y por otro, una expansion muy rapida, asociada con el
cultivo del algodon, en tiempos histdricos recientes.

Estos resultados tienen implicancias tedricas y practicas muy importantes. Un
aspecto importante a considerar, si se propone que hubo una dispersion natural del
picudo en América del Sur desde tiempos geoldgicos, es la referida a que Hampea es el

huésped natural del “grupo de 4. grandis” y por lo tanto del picudo (Jones et al. 1997



Jones, 2001). Dado que este género de plantas no se extiende mas alld del sur de
Colombia, para explicar la presencia de poblaciones ancestrales de A. grandis en
América del Sur es necesario invocar otros huéspedes antiguos, como por ejemplo
Gossypium 'y Cienfuegosia, malvaceas no s6lo mas extendidas a lo largo de toda
América, sino también mas antiguas (este punto se ampliard mas adelante en esta
discusion).

Entre las implicancias practicas de los resultados obtenidos cabe sefalar su
importancia para adoptar estrategias mas efectivas tendientes al control de la plaga. Por
ejemplo, en la Argentina, el control de las poblaciones de picudo en la provincia de
Misiones no fue tan intensivo como en Formosa, debido a que las autoridades
fitosanitarias estimaron que, aunque habia ingreso de picudos desde zonas algodoneras
de paises vecinos, estos no se propagarian en la provincia porque en ella practicamente
no se cultiva algodon.

Los resultados de la técnica de RAPDs y del anélisis de secuencias de ADN
mitocondrial contribuyeron a predecir que el picudo podia expandirse en Misiones, pese
a las esfuerzos por impedir el ingreso de picudos desde Brasil y Paraguay, debido a la
presencia de poblaciones genéticamente muy diferentes a las de los paises vecinos
(como la de Iguazu), probablemente ya establecidas en la provincia en plantas silvestres.
Lamentablemente en este caso la prediccion no fue tomada en cuenta, y el picudo se

dispers6 ampliamente en Misiones y avanzo sobre zonas algodoneras de Corrientes.

6.2 ;Como v cuando 4. grandis alcanz6 su distribucion actual?

El analisis filogeografico de los haplotipos de COI y COII, sugiere que el picudo
habria alcanzado una amplia distribucion en el continente americano, desde América del

Sur hasta México, en tiempos geologicos previos al cultivo extensivo del algodon.

6.2.1 Los filogrupos mas ancestrales: Iguaza y Tamaulipas

El arbol de COII, en el cual LINI, el linaje mas antiguo de Iguaz, es el grupo
hermano de la muestra de Tamaulipas (noreste de México), corroboraria la hipotesis de
una antigua conexion de las poblaciones de picudos localizadas en los limites sur y
norte de las selvas americanas, a lo largo de las areas costeras de América Central y del
Golfo de México. Iguazi es parte de las selvas de la provincia Paranaense del dominio
Amazoénico (sensu Cabrera & Willink, 1980) o de la subregion Paranaense (sensu

Morrone, 2001), y Tamaulipas es una unidad biogeografica asignada actualmente a la



region Neartica (Morrone, 2001), pero que se sitia en el limite de los neotropicos y esté
caracterizada por numerosas especies representadas en las selvas de América Central y
del Sur (Dice, 1943).

La alta divergencia presentada por la poblaciéon de Tamaulipas es coincidente
con la estimacién de Burke et a/ (1986), sobre la edad minima de permanencia de A.
grandis en México (Plioceno tardio), basada en el estudio de fosiles de Anthonomini
encontrados en ambar dominicano (Iturralde-Vinent & McPhee, 1996). Este alto grado
de divergencia es también presentado por los haplotipos del LIN1 de Iguaz, lo cual
estaria evidenciando la presencia de estos haplotipos ancestrales en América del Sur
desde el Plioceno tardio.

La profundidad de separacion de estos filogrupos intraespecificos también
aparece consistentemente relacionada con las influencias biogeograficas historicas de
fines del Plioceno y principios del Pleistoceno.

Los efectos de los cambios climéaticos sobre el rango geografico de las especies
parecen haber sido muy profundos durante este periodo, y fueron aparentemente las
influencias del Pleistoceno las que generaron las distribuciones de las unidades
filogeograficas dentro de numerosas especies actualmente reconocidas (Lunt et al.,
1998).

Durante el Plio-Pleistoceno, la biota de América del Sur fue afectada por ciclos
calidos y humedos, que alternaron con ciclos aridos y frios, los cuales fueron
responsables de sucesivas expansiones y retracciones de las areas de selva. Estos ciclos
habrian tenido una gran influencia en la diferenciacion de la flora y fauna de América
del Sur, especialmente a nivel especifico y subespecifico. Durante los ciclos frios y
secos la retraccion de las selvas habria favorecido la divergencia de las especies
adaptadas a este tipo de ambientes, en distintos fragmentos o refugios, y también
provocado extinciones en las areas desfavorables para su desarrollo. Por lo contrario,
durante los ciclos célidos y hiimedos, las selvas habrian experimentado una expansion,
y poblaciones anteriormente aisladas habrian establecido un contacto secundario
(Vanzolini & Williams, 1970; Simpson-Vuilleumier, 1971; Haffer 1977, 1982; Prance,
1982).

Entre las hipdtesis que explican los procesos de especiacion recientes en la
Cuenca del Amazonas, una de las mas aceptadas es el Modelo de Refugios (Haffer,

1982), el cual postula que como consecuencia de los ciclos climaticos del Pleistoceno,



se produjeron sucesivas expansiones y contracciones de las areas de selva y de savanas
y, por lo tanto, ciclos de vicarianza y dispersion de las poblaciones.

Segun la teoria de refugios, los ciclos del Plio-Pleistoceno han dibujado la
distribucién actual de los patrones de muchas especies tropicales que pudieron
sobrevivir en fragmentos remanentes de selvas himedas. La filogeografia se ha
convertido en una herramienta metodoldgica muy util para detectar areas de
hibridizacion y intergradacion secundaria entre filogrupos diferenciados durante el este
periodo (Avise & Walker, 1998; Avise, 2000).

En la cuenca Amazodnica se han encontrado para numerosas especies (de aves,
reptiles, etc), areas de contacto secundario (de hibridacion, introgresion o simpatria
secundaria) que no corresponden a ninguna barrera fisica o ecoldgica observable
actualmente (Simpson- Vuilleumier, 1971). Haffer explica que la coincidencia de la
ubicacion de areas de contacto secundario de varias especies de aves, se deberia a las
oscilaciones climaticas del Pleistoceno y su efecto en las areas tropicales bajas de
América del Sur. Durante las fases de aridez, la selva habria cubierto s6lo pequenas
areas disyuntas, que permitirian la subsistencia de ciertas especies, y actuarian como
refugios para organismos propios de selvas tropicales. Presiones de seleccion locales,
habrian permitido la diferenciacion de las poblaciones en los distintos refugios. En las
fases humedas, la expansion de las selvas y la dispersion de las poblaciones
previamente aisladas produciria el patrén complejo tipico de zonas de contacto
secundario.

La distribucion simpatrida de los haplotipos de los dos linajes de Iguazi (LIN1 y
LIN2), con una divergencia genética muy grande, puede explicarse entonces, como una
fragmentacion histdrica. Dicha fragmentacion se ajustaria a un patrén tipico del periodo
glacial en América del Sur, caracterizado por ciclos alternantes de vicarianza
(divergencia genética) y dispersion (contactos secundarios). Estos linajes podrian haber
evolucionado en diferentes fragmentos o refugios de selvas huimedas, y haber
establecido luego un contacto secundario. La razoén de este contacto secundario seria
consecuencia de la re-expansion de las selvas tropicales y subtropicales ocurrida hacia
fines del Pleistoceno (Prado & Gibbs, 1993) y/6 de la migracion masiva de picudos
desde el sudeste de Brasil (estado de Parand) hacia la Argentina (Misiones), a causa del
avance de la deforestacion y la extension de las areas agricolas. Este movimiento seria
favorecido por los vientos predominantes en la region, de direccion sureste (Manessi,

1997).



La gran divergencia de las poblaciones mexicanas de Tecoman y Tamaulipas, se
deberia no sélo a la distancia y separacion geografica entre ellas (dreas suroeste y
nordeste de México respectivamente aisladas por cadenas montafiosas), sino también a
las diferentes historias de dichas areas, las cuales pertenecen a diferentes regiones
biogeograficas. La poblacion de Tecoméan procede de un éarea templado-fria de
vegetacion abierta y xérica; la de Tamaulipas, en cambio, se asocia con una provincia
biogeografica mas himeda y calida, donde todavia existen areas de selva marginal,

como en el caso de Misiones.

6.2.2. El filogrupo del haplotipo A.

La aceptacion de los hipdtesis de ocurrencia de poblaciones ancestrales de
picudo en las selvas y bosques tropicales de América del Sur, establecidas
probablemente desde el Plio-Pleistoceno, permite suponer también una dispersion
natural para las poblaciones de América del Sur que incluyen al frecuente y
ampliamente distribuido haplotipo A (presente también en Texas), la cual seria mas
reciente y analoga a la expansion del picudo hacia América del Norte durante el
Pleistoceno medio, propuesta por Burke et al. (1986).

La poblacion de Brasil (Londrina), asi como las de Pto. Peninsula y Laguna
Naick-Neck, de Argentina, presentan al haplotipo A en alta frecuencia; pero a su vez
también incluyen uno a tres haplotipos derivados de A; al igual que la poblacién de
Texas en EE.UU.

Si bien los resultados obtenidos son consistentes con una dispersion natural del
haplotipo A en América del Sur, los mismos no excluyen la posibilidad de que picudos
con haplotipo A hayan ingresado directamente desde Texas a Brasil, a través del
intercambio comercial, ya que éste seria el mas frecuente en ese estado de EE.UU.

El haplotipo A se distribuye ampliamente en regiones xéricas y/o frias (region
Neartica en Texas y dominio Chaquefio en América del Sur), por lo cual, cabe suponer
que su dispersion habria estado asociada con un periodo de maxima expansion de las
zonas aridas en todo el continente americano, situado aproximadamente en el
Pleistoceno medio, coincidente con la glaciacion de Wisconsin-Wiirm del hemisferio
norte (Ab'Saber, 1977). Durante ese periodo, provincias biogeograficas con vegetacion
xerofitica, como las de Catinga, Cerrado y Chaco, de la subregion chaquefia en América
del Sur (Morrone, 2000, 2002) habrian estado conectadas por un corredor de savanas,

también llamado “diagonal de formaciones abiertas” o “diagonal de vegetacion seca”



(Prado & Gibbs, 1993). Esto habria favorecido la expansién de poblaciones del picudo
preadaptadas a ambientes xerofiticos (como las que presentan el haplotipo A), tanto en
América del Norte como en América del Sur.

La distribucion disyunta de muchas plantas vasculares seria una evidencia de la
expansion de la vegetacion semidrida a través de las Américas durante el Pleistoceno
medio (Axelrod, 1958). Raven (1963) y Raven & Axelrod (1975) citan varios ejemplos
de especies, grupos de especies o poblaciones con patrones disyuntos en areas
templadas y/o desérticas de América del Sur y América del Norte. Por ejemplo
Cienfuegossia drumondii, planta hospedera de A. grandis, se distribuye en el sur de
Texas y también en Paraguay y Argentina. Las poblaciones de picudo con haplotipo A
como el mas frecuente, serian otro ejemplo de distribucion disyunta, pues estan
distribuidas en Texas y la subregion chaquefia de América del Sur (Brasil, Paraguay y
Argentina) pero no se han hallado hasta el presente, en areas intermedias como México.

En Colombia y Venezuela crecen Cienfuegosia heterophylla y C. affinis, en el
nordeste de Brasil, Gossypium mustelinum, y a lo largo del corredor de las savanas,
extendido desde el nordeste brasilefio hasta la Argentina (especialmente en Mato Grosso
y Paraguay), se registran numerosas especies de Cienfuegosia que podrian haber
actuado como hospederas del picudo durante su expansion.

Otro factor que probablemente contribuyo a la expansion de especies xerofitas
durante el Pleistoceno medio es que el nivel del mar descendi6 varios metros, por lo
cual las costas eran mucho mas amplias que en la actualidad (Donn et al, 1962).
Algunos hospederos conocidos de picudo como G. hirsutum, G. barabdense y
Cienfuegosia heterophylla son frecuentes en habitat litorales.

Esta expansion puede haber sido continua o a distancia, ya que muchas especies
de Gossypium son capaces de cruzar barreras ocednicas y dispersarse a través de largas
distancias sobre el agua y el picudo puede haber acompanado esta dispersion. Por
ejemplo, la presencia del picudo en Cuba podria haber ocurrido por dispersion a
distancia conjuntamente con Gossypium barbadense, inico huésped del picudo en la
isla, y las poblaciones fuente procederian de América del Sur o de Centroamérica.

Si el haplotipo A estaba presente en América del Sur desde el Pleistoceno
medio, como lo sugeririan los resultados obtenidos, cabria preguntarse por qué no
irrumpi6 antes en los cultivos del algodon. Una respuesta posible es que la intensa
deforestacion que tuvo lugar en Brasil, Paraguay y Argentina durante los tltimos veinte

afos, y su reemplazo por areas de cultivos, entre ellos el algodén, habrian favorecido el



aumento de la densidades poblacionales de la especie, por encima del umbral de dafo
economico. Existen varios ejemplos de especies de insectos que se transformaron en
plagas en Brasil durante las ultimas décadas, y que anteriormente ni siquiera eran
conocidos para dicho pais (Scataglini et al., 2000).

El fenomeno ocurrido en Brasil y Paraguay, con la expansion del picudo a lo
largo del corredor de las savanas, podria considerarse analogo a la invasion del cinturén
algodonero en EE.UU., por su rapidez y la intensidad de los dafios. Probablemente en
Brasil la plaga es aun mas dificil de controlar, pues las condiciones ambientales son mas
favorables para el picudo y hay una mayor variedad de hospederas alternativas. Las
muestras monomorficas para el haplotipo A, como las de Caacupé (Paraguay) y Laguna
Naick-Neck (Formosa, Argentina) tienen caracteristicas de invasoras recientes que
atravesaron un cuello de botella. La deforestacion y la expansion de las areas
algodoneras podrian explicar la masiva invasion de picudos desde el sur de Brasil a

Paraguay y Argentina durante las Gltimas dos décadas.

6.3 ;Existen linajes de picudos exclusivamente ligados al algodén?

Segun los resultados obtenidos, las poblaciones de picudo asociadas con el
algodonero tienen diferentes grados de diversidad haplotipica y diferenciacion a nivel
del ADN mitocondrial y ésto dependeria de las poblaciones fuente. Cuando la
diversidad de la poblacion fuente es alta, como sucede en Tamaulipas (México), las
poblaciones de picudos hallados en zonas de cultivo de algodon también son variables.
Si por lo contrario, las poblaciones fuente han pasado por un cuello de botella presentan
escasa diferenciacion.

Segun la hipotesis de Roehrdanz & North (1992) las poblaciones de picudo con
una considerable diferenciacion en el ADN mitocondrial deberian ser capaces de
cambiar de huéspedes desde las plantas silvestres hacia el algodon, toda vez que éste
estuviera disponible. Este cambio de huéspedes ocurriria en las poblaciones estudiadas
de México y, probablemente, estaria ocurriendo en algodonales del norte de Corrientes,
colonizados por picudos procedentes de areas de vegetacion nativa de Misiones. Con
respecto a las poblaciones con una gran frecuencia del haplotipo A (Texas y
poblaciones de América del Sur con el haplotipo A), se plantea que habrian pasado por
un cuello de botella al adoptar al algodén como huésped.

El cambio de hospederos desde malvaceas silvestres hacia el algodonero habria

ocurrido en diferentes tiempos y lugares a lo largo de la historia de 4. grandis. Inclusive



el picudo seguiria ampliando su rango de huéspedes, como ha quedado demostrado con
el descubrimiento de su desarrollo en Hibiscus pernambucensis (Burke et al., 1986),
perteneciente a la tribu Hibisceae y no Gossypieae, como la mayoria de los otros
huéspedes. Esta planta se distribuye en habitats litorales de las costas este y oeste de
Meéxico, y en el norte de Brasil, y se comporta como hospedera del picudo en una
pequefia localidad de la costa oeste de Chiapas.

Ademas de las causas historicas relacionadas con la divergencia de la poblacion
fuente, en la diferenciacion influirian otros factores como la distancia de la poblacion
fuente al cultivo de algodon, el tamafio de la misma, las condiciones ambientales donde
se desarrollan las distintas poblaciones de picudos, y la capacidad de los mismos para

sobrevivir en esos ambientes.

6.4 ;Cuales fueron los posibles hospederos ancestrales en la expansiéon hacia

América del Sur?

Estudios en la evolucién de las asociaciones entre insectos fitofagos y sus
plantas hospederas han demostrado que los dos factores principales que incrementan las
posibilidades de un cambio de hospederos son la distribucidon geografica de éste y sus
abundancia local relativa (Fowler & Lawton, 1982; Becerra & Venable, 1999). Si el
hospedero estd disponible a través del espacio y del tiempo, y el fitofago es también una
especie ampliamente distribuida con un rango similar, tendra mas oportunidades de
realizar distintos cambios de hospedero que si tiene una distribucion geografica
restringida (Bernays & Chapman, 1994; Schoonhoven et al., 1998).

Anthonomus grandis se desarrolla en malvaceas de la tribu Gossypiae e
Hibisceae, incluyendo tres especies del género Hampea, varios Gossypium 'y
Cienfuegosias, la especie subtropical Thespesia polpunea y ocasionalmente algun
Hibiscus (Cross et al,1975; Burke et al,1986). El resto de los miembros del “grupo de
A. grandis” son usualmente monofagas ya que tienen una sola especie de Hampea como
hospedera y un rango geografico mucho mas reducido.

Hampea es un género relativamente joven dentro de las malvaceas con 21
especies de arbustos y arboles, algunos de mas de 36 m. de altura. Es endémico de
México, América Central y Colombia, algunas de sus especies habitan bosques
humedos y otras estdn adaptadas a habitats de montafia o regiones sujetas a ciclos de

estaciones secas y humedas (Jones et al, 1997). Ha sido propuesto como hospedero



original de 4. grandis y de todo el grupo grandis (Fryxell, & Lukefahr, 1967; Burke et
al., 1986; Jones, 2001).

La hipoétesis presentada en este trabajo, con respecto a un amplio rango de
distribucion de A. grandis en América del Sur desde el Plio-Pleistoceno, es consistente
con la idea de una asociacion antigua con algin hospedero ampliamente distribuido, tal
como Gossypium y Cienfuegosia. En consecuencia, el cambio desde el hospedero
primario Hampea hacia Gossypium y Cienfuegosia debe haberse producido muy
tempranamente en la historia del picudo, tal cual lo propusieron Burke et al. (1986)
cuando explicaron la expansion de la especie hacia el norte, desde México.

Los Gossypium americanos y las especies de Cienfuegosia probablemente
tuvieron sus ancestros en el continente de Gondwana, y se habrian diferenciado de los
grupos distribuidos en otros continentes a partir del Cretaceo-Terciario, evolucionado en
distintas especies y razas durante los ciclos del Plio-Pleistoceno (Fryxell, 1965, 1979).
El incremento de la aridez en América del Sur, desde el Terciario temprano, debido al
levantamiento de los Andes, habria dado lugar a la progresiva formacion de unidades
bidticas con vegetacion xerofitica (Kuschel, 1969). La flora Madroterciaria del
sudoeste de América del Norte y México también estaria relacionada con grupos de
areas subtropicales que evolucionaron durante la expansion de ambientes mas xéricos
(Axelrod, 1950, 1958). La evolucion de Gossypium y Cienfuegosia en el Pleistoceno en
habitats xéricos, habria sido muy importante para la diferenciacion de poblaciones del
picudo y la colonizacion de nuevos ambientes, tanto de América del Norte como en
América del Sur.

Cienfiegosia (2n=20, especies americanas; 2n=22 especies africanas) tiene la
mayor diversidad de especies en Paraguay y Argentina, paises donde se distribuyen 11
de las 23 especies, y cuatro de las cinco secciones del subgénero Cienfuegosia
(Krapovickas, 2000). La distribucion de este género en América es coincidente con el
actual rango de distribucion de 4. grandis, desde Texas hasta Argentina (Figs. 25 y 26),
incluyendo Cuba y las islas del Caribe cerca de Venezuela. Hasta el presente cuatro
especies de Cienfuegosia son conocidas como hospederas de picudo C. rosei (sur de
México, costas del Pacifico), C. affinis (Bolivia, Brasil, Paraguay y Venezuela), C.
argentina (Argentina, Bolivia y Paraguay) y Cienfuegosia drumondii (Argentina,
Paraguay y Texas), esta tltima con distribucion disyunta coincidente con el haplotipo

A de A. grandis.



Gossypium (2n= 26y 52) es el otro género clave para interpretar la expansion de
A. grandis en las Américas, tanto en el pasado geologico como en tiempos recientes, ya
que el insecto se desarrolla en varias especies silvestres, parcialmente domesticadas, y
en distintas variedades del subgénero Houzingenia y Karpas (Cross et al., 1975). Dentro
de Gossypium, las especies que mejor explican el rango de distribucion del picudo en
América son G. barbadense (en América del Sur hasta América Central), G. hirsutum
(en América Central), G. thurberi (el noroeste de México y suroeste de EE.UU.) y G.
mustelinum (endémica del noreste de Brasil) (Fryxell, 1979) (ver figura 27).

El centro de mayor diferenciacion de G. barbadense es el Valle del Cauca, en el
oeste de la Cordillera Central de Colombia, donde la especie no estd bajo la influencia
de practicas de cultivo (Hutchinson et al, 1947). Estos autores describen las posibles
vias de dispersion de este algodon silvestre, desde Colombia hacia el este (islas del
Caribe, Venezuela, Guyanas), desde el norte de Brasil hacia el oeste (Ecuador y desde
alli hacia las islas Galdpagos) y hacia el sur, bajando hacia la Argentina por las costas
de los rios Pilcomayo y Parana. Esta tltimas poblaciones habrian originado la variedad
brasiliense con varias adaptaciones a ambientes de selva himeda.

En la década de 1960, las autoridades agropecuarias de la Argentina llevaron a
cabo una campaiia para eliminar a G. barbedense de las areas subtropicales de Salta y
oeste de Formosa a fin de prevenir posibles invasiones del picudo desde Bolivia
(Gutiérrez et al, 1960). Esto indica que hace ya muchos afios que se esta considerando
la posibilidad de que G. barbadense pueda cumplir un rol clave en la dispersion del

picudo en América del Sur.



Fig 25: Mapa de distribucion de especies de Cienfuegosia seccidon Paraguayana.

Fig 26: Mapa de distribucion de especies de Cienfuegosia seccion Friesia.

Fuente: Adaptaciones de las figuras de Fryxel en The genus Cienfiregosia Cav. (Malvaceae) (1969).
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Fig. 27: Mapa de distribucion de especies tetraploides de Gossypium en América.

Fuente: Adaptacion de la figura 54 de Fryxell. The Natural History of Cotton Tribe. (1979).
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Desafortunadamente, la larga historia de cultivo e hibridacion ha borrado
senales bioldgicas y filogenéticas que podrian ser importantes para reconstruir la
filogenia de las especies de Gossypium, y de este modo contribuir a interpretar la
evolucion del picudo del algodonero. No obstante, estudios moleculares recientes
contribuyeron a demostrar hipdtesis previas con respecto al origen de las especies con
genomas A-D (Phillips, 1963; Fryxell, 1965) a través de la hibridacion de ancestros
diploides distribuidos en Asia y Africa (genomas A) y en los tropicos y subtropicos de
América (genoma D) (Wendel & Cronn, 2002). La edad de los alopoliploides, estimada
en base a un reloj molecular es de 2-1 millones de afios, pero sus ancestros serian
anteriores. La especie mas basal de genoma D es G. raimundii (Ecuador y Peru), y
después G. gossypioides (Oaxaca, México), considerada el descendiente viviente mas
cercano de los alopoliploides, ya que tiene repeticiones de genoma A-D (Wendel et al,

1995; Zhao et al, 1998; Small & Wendell, 2000). Toda esta informacion indicaria que



los alopoliploides como G. hirsutum y G. barbadense, dos de los principales huéspedes
del picudo, se habrian originado hace mas tiempo que lo que se postulaba en un
principio, y la mayor amplitud temporal de la presencia de los huéspedes permite
explicar también la presencia del picudo en vastas 4reas del continente, en forma
natural.

El supuesto de una antigua e ininterrumpida asociacion de A. grandis con
Gossypium, desde el Plio-Pleistoceno hasta la actualidad, contribuye a explicar por qué
se ha convertido en la plaga mas dafiina del algodon en América. Cuando la especie
alcanz6 su mayor rango de expansion natural, a fines del Pleistoceno, podria haber
comenzado la evolucion de las distintas variedades de Gossypium, en respuesta a los
cambios climaticos de la transicion Pleistoceno-Reciente (Fryxell, 1965). Los estados
mas tempranos de domesticacion del algodon habrian comenzado poco después, hace
aproximadamente 9000-7000 afios, en las areas costeras de México (MacNeish, 1964;
Smith & MacNaich, 1964; Brubaker & Wendel 1994), estando las variedades de
algodon silvestre y primitivamente cultivado en proximidad geografica.

Después de la colonizacion de América, la practica de la agricultura y el
comercio se incrementaron, y se expandié el uso de algunas especies de Gossypium y
otras Gossypiae como plantas ornamentales (7hespesia polpunea) o plantas de uso
doméstico (G. barbadense) (Fryxell, 1979; Manessi, 1997). Durante las ultimas dos
décadas hubo una extensiva deforestacion de selvas y bosque xerofilos, que se
reemplazaron por campos de algodén y otros cultivos, particularmente en las areas de
Argentina, Brasil y Paraguay, donde el picudo alcanz6 su mayor dispersion y

densidades poblacionales (Scataglini et al., 2000).



7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

El estudio filogeografico aqui presentado permite establecer importantes

conclusiones y al mismo tiempo abre muchas preguntas con respecto a la historia

evolutiva del picudo del algodonero.

Las principales conclusiones son:

A. grandis seria una especie naturalmente distribuida en América desde el Plio-
Pleistoceno, ocurriendo desde América Central y noreste de México hasta las
selvas tropicales y subtropicales de América del Sur.

Durante los ciclos frios-secos del Pleistoceno algunas poblaciones del picudo
habrian evolucionado en fragmentos remanentes de dichas selvas,
reestableciendo contacto durante los ciclos humedo-calidos. El tiempo de
aislamiento geografico entre ellas no habria sido suficientemente prolongado
para alcanzar aislamiento reproductivo, sin embargo se observa un alto grado de
diferenciacion y divergencia genética entre algunas poblaciones ubicadas en
areas marginales de la distribucion de la especie (ej. la del Parque Nacional
Iguazu y la poblacion mexicana de Tamaulipas). De no haber mediado flujo
génico con picudos provenientes de zonas algodoneras, es probable que estas
poblaciones marginales se hubieran diferenciado al menos hasta el nivel de
subespecies. Una situacion similar se ha descripto para la denominada “forma
thurberia” del picudo, tipica del desierto de Arizona.

Las plantas hospederas de Gossypieae adaptadas a ambientes litorales pudieron
jugar un importante papel en la dispersion del insecto, especialmente durante el
Pleistoceno medio, cuando las éareas costeras eran mas amplias que en la
actualidad, debido al descenso del nivel del mar. Las poblaciones que se
adaptaron a los ambientes mas xéricos pudieron colonizar y expandir su rango a
través de nuevas areas de vegetacion xerofitica, formadas durante los ciclos
aridos de dicho periodo geolodgico (ej. Catinga, Cerrado y Chaco en América del
Sur).

La asociacion entre Anthonomus grandis y las especies de Gossypiae
distribuidas en América, tales como G. hirsutum, G. barbadense y especies del

género Cienfuegosia es probablemente mucho mas antigua que lo que se ha



estimado previamente a este estudio. La deforestacion de las selvas tropicales y
subtropicales de América del Sur, el cultivo extensivo del algodon y el uso
frecuente de algunas plantas hospederas como ornamentales o domésticas,
habrian sido responsables del incremento de las densidades poblacionales del
picudo en Brasil, Paraguay y Argentina durante las ltimas dos décadas. A este
hecho pudo haberse sumado la introduccion de picudos desde EE.UU. debido a
actividades comerciales, como lo sugiere la presencia del haplotipo A en Texas

y en vastas zonas algodoneras de América del Sur.

Sin ninguna duda, el uso de genes mitocondriales en filogeografia provee una
excelente herramienta para investigar la evolucion de una de las plagas de insectos mas
dafiinas en América. Para proporcionar mayores evidencias a favor de la hipotesis de
ocurrencia natural del picudo en América del Sur, es preciso continuar con el estudio
de poblaciones de zonas intermedias entre México y la Argentina aun no examinadas,
como por ejemplo muestras de paises de América Central, Colombia, Bolivia y
Noroeste de Brasil. Estos estudios deben estar acompanados por una extensa
investigacion de la filogenia de las especies relacionadas con 4. grandis y por estudios
filogeograficos de sus plantas hospederas. Solo de esta manera serd posible proponer un

escenario completo de la historia evolutiva del picudo del algodonero en América.
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