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Maria Cecilia Giardini Resumen

Caracterizacion genética de los cromosomas sexuales de Anastrepha
fraterculus sp. 1

Anastrepha fraterculus es una plaga de frutales de importancia econdmica en varios paises de
Sudamérica. Es actualmente reconocida como un complejo de especies cripticas v,
particularmente en nuestro pais, se ha descrito la presencia de un solo morfotipo (sp. 1) hasta
el momento. Estudios citogenéticos previos en esta especie describieron variacion de tamafio
y patrones de tincidon en sus cromosomas sexuales. Esta tesis tiene como objetivo general
realizar un andlisis exhaustivo del cariotipo mitético y el complemento politénico de A.
fraterculus sp. 1. Los ensayos planificados incluyeron el estudio de la composicién y
distribucion de la heterocromatina, el mapeo de los genes ribosomales y el analisis
comparativo de las variantes de cromosomas sexuales encontradas. Asimismo, se desarrolld
un andlisis poblacional de las variantes cromosdmicas (cariomorfos) de A. fraterculus sp. 1, en
cinco poblaciones silvestres de las principales areas fruticolas de Argentina. Este estudio
proporciond informacion actualizada sobre la frecuencia y distribucién geografica de los
cariomorfos descritos hasta el momento y posibilitd su comparacidon con cuatro lineas de
laboratorio. A partir de estos resultados se postularon diferentes hipdtesis sobre el origen de
los polimorfismos hallados, destacando la importancia del uso de la citogenética para
comprender posibles rutas de invasidn y dispersion de esta plaga en Argentina. Las
deducciones realizadas también permitieron interpretar el efecto de las fuerzas evolutivas que
pudieron impulsar los cambios estructurales reflejados en la heterocromatina y en las
frecuencias cromosémicas. En conjunto, los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral
brindan informacién relevante sobre la biologia y la genética del morfotipo A. fraterculus sp. 1
en nuestro pais. Especificamente se aportan herramientas citoldgicas para la caracterizacion y
seleccidn de lineas de insectos para contribuir con la implementacién de técnicas de control

sustentables contra esta plaga.

Palabras clave: Cromosomas sexuales, variantes cariotipicas, distribuciéon geografica, patrones

de dispersidn, técnica del insecto estéril.



Maria Cecilia Giardini Abstract

Genetic characterization of the Anastrepha fraterculus sp. 1 sex
chromosomes

Anastrepha fraterculus is an economically important pest of fruit in several South American
countries. It is currently recognized as a complex of cryptic species and, particularly in
Argentina, only one morphotype (sp. 1) has been detected so far. Previous cytogenetic studies
have been described variations in size and staining patterns of sex chromosomes in this
species. The goal of this thesis was to carry out an exhaustive analysis of the mitotic and
polytene chromosomes of A. fraterculus sp. 1. The experiments included the study of the
composition and distribution of the heterochromatin, the mapping of ribosomal genes, and
the comparative analysis of sex chromosomes variants. A population analysis was also planned
to study the chromosome variants (karyomorphs) in A. fraterculus sp. 1, in five wild
populations of the main fruit-producing areas of Argentina. This study has provided updated
information on the frequency and geographic distribution of the karyomorphs described so far
and made it possible to compare them with four laboratory lines. From these results, several
hypotheses on the origin of the polymorphisms detected have been raised, highlighting the
use of the cytogenetics to understand possible routes of invasion and dispersal of this pest
species in our country. The deductions made also allowed us to interpret the effects of the
evolutionary forces that potentially have driven changes in chromosomal frequencies and
structural modifications reflected in the heterochromatin. The results obtained in this PhD
Thesis provide valuable information about the biology and genetics of the A. fraterculus sp. 1
morphotype in Argentina. In particular, the findings bring cytological tools useful to the
characterization and selection of insect strains to contribute with the implementation of

sustainable control techniques against this pest.

Key words: Sex chromosomes, karyotypic variants, geographic distribution, dispersal patterns,

sterile insect technique.
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Abreviaturas

a: acrocéntrico

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNr: ADN ribosomal

N-terminal: amino terminal

AFLP: Amplified fragment length polymorphism. Polimorfismo de longitud de fragmentos
amplificados

ARN: acido ribonucleico

ARNr: ARN ribosomal

AT: Adenina-Timina

Ba (OH),: Hidroxido de bario

C-terminal: carboxi terminal

C: centrémero

CaCl: Cloruro de calcio

Cf: Concentracion final

c¢/n: cantidad necesaria

CGH: Comparative genomic hybridization. Hibridacion gendmica comparada
CMA;: Cromomicina A;

csd: complementary sex determiner. Determinante sexual complementario
CTAB: Bromuro de cetiltrimetilamonio

DAPI: 4',6-diamino-2-fenilindol

DOP-PCR: Degenerate oligonucleotide- primed polymerase chain reaction. Reaccién en cadena
de la polimerasa con oligonucledtidos degenerados.

dsx: gen doublesex

2n: Numero somatico

ETOH 100%: Etanol absoluto

ETOH: etanol

FISH: Fluorescence in situ hybridization. Hibridacién in situ fluorescente
FITC: Isotiocianato de fluoresceina o fluoresceina-5- isotiocianato

GC: Guanina-Citocina

GISH: Genomic in situ hybridization. Hibridacidn in situ gendmica

°C: grados centigrados

H: Huevos

H,0 destilada: Agua destilada
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HCI: Acido clorhidrico

hn: Heterochromatic network. Red granular heterocromatica
HP: supervivencia huevo-pupa

HPLC: High-pressure liquid chromatography. Cromatografia liquida de alta presion
HWE: Hardy-Weinberg equilibrium. Equilibrio de Hardy-Weinberg
IC: Indice centromérico

IGS: Intergenic spacer. Espaciador intergénico

Ip: indice de pureza

ISH: In situ hybridization. Hibridacion in situ

ITS: Internal transcribed spacer. Secuencia transcrita espaciadora interna
KCl: Cloruro de potasio

+: mas, menos

m: metacéntrico

M: Molar

KM: micromolar

mM: milimolar

pg/ml: microgramos por mililitro

mg/ml: miligramos por mililitro

N: Normal

NaAcO: Acetato de sodio

NaCl: Cloruro de sodio

NaHCO;: Carbonato de sodio

NH4AcO: Acetato de amonio

ng/ul: nanogramos por microlitro

nm: nanémetros

N: Norte

NOR: Nucleolar organizer region. Regidén organizadora nucleolar
NT: Nick Translation

NTS: Nontranscribed spacer. Espaciador no transcrito

ON: Overnight. Toda la noche

ORF: Open Reading frame. Marco abierto de lectura

pb: par de bases

%e: porcentaje de emergencia del adulto

p/v: Peso en volumen

rpm: revoluciones por minuto
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Abreviaturas

S: Sur

sc.: Solucion

sp.: Especie

sm: submetacéntrico

sxl: gen sex-lethal

TA: Temperatura ambiente
TIE: Técnica del Insecto Estéril
tra: gen transformer

u: unidades

u/ul: unidades por microlitro

v/v: Volumen en volumen
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Nota del tesista

Los cromosomas son, a mi criterio, las estructuras mas fascinantes que podemos encontrar
dentro de las células de todos los organismos vivos. Todavia recuerdo la primera vez que vi un
cromosoma al microscopio...fue en una clase de botdnica donde estabamos estudiando la
meiosis de Allium cepa. Desde aquél dia supe que queria estudiarlos.

Afios mas tarde, en el primer congreso de genética al que asisti, conoci a Jorge y a Fanny,
quienes dirigian el laboratorio de moscas del Instituto de Genética del INTA de Castelar.
Comencé a trabajar alli meses mas tarde haciendo una pasantia. Producto de esa pasantia
realicé mi tesina de licenciatura, estudiando los reordenamientos cromosémicos espontaneos
e inducidos en una colonia de laboratorio de Anastrepha fraterculus (mosca sudamericana de
la fruta). Siempre profundizando en los estudios citogenéticos de esta plaga, comencé a
plantearme el tema de mi Tesis Doctoral. Para estudiar mas exhaustivamente los cromosomas
de Anastrepha, debia explorar su composicion molecular. Tal es asi que, a mi directora
Mariela, la conoci cuando dicté un curso de FISH (Fluorescence in situ hybridization) en la
Universidad de San Martin, donde también incursionamos en la microdiseccion de
cromosomas y a mi co-directora Silvia, en mi laboratorio, como experta en biologia molecular
de moscas.

Anastrepha fraterculus es una plaga de frutales de América del Sur y es por su distribucién,
creo yo, que no ha sido tan explorada como Ceratitis capitata, que se encuentra distribuida en
forma mundial. Igualmente, previo al planteo de mi Tesis, existian estudios en Anastrepha
realizados por mi grupo de trabajo y por otros grupos del pais y de Brasil. Todos estos estudios
se detallan a lo largo del manuscrito.

Este trabajo de Tesis, tiene como objetivo implicito a futuro, explorar regiones cromosdémicas
y, si es posible, identificar el/los factores determinantes de la masculinidad en A. fraterculus. A
lo largo de este trabajo, pretendo mostrar los avances logrados en ese sentido, describir los
estudios realizados y discutir los resultados alcanzados y las perspectivas hacia un mayor

conocimiento citogenético de la especie bajo estudio.
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Organizacién de la Tesis

A fin de brindar una lectura amena y permitir el seguimiento de un hilo conductor fiel a la
cronologia y a la estructura con la cual se desarrollé el trabajo de Tesis Doctoral, se organizé el
manuscrito de la siguiente manera: una primera seccion de Introducciéon General, seguida por
tres capitulos que contienen una Introduccién especifica a cada tema y el desarrollo de
Materiales y Métodos, Resultados y Discusidn correspondientes a los objetivos especificos 1, 2
y 3, respectivamente. A continuacién, la seccién de Discusion General, seguida de Conclusiones
Generales y Perspectivas. Al final de la Tesis se encuentra la lista de Bibliografia citada en
orden alfabético y un anexo de Figuras y Tablas.

En el capitulo 1, se centrd en la exploracidn y caracterizacién de los cromosomas mitéticos de
A. fraterculus sp. 1, especificamente sus cromosomas sexuales que fueron los que
“reaccionaron” a las diferentes tinciones de citogenética clasica utilizadas. Se realizd también
un mapa detallado de los cromosomas politénicos de las glandulas salivales y se estudiaron
ambos tipos de cromosomas mediante FISH (Fluorescence in situ hybridization), con sonda del
arreglo de genes ribosomales 18S. En el capitulo siguiente, se realizaron estudios poblacionales
para analizar la frecuencia y distribucién de las variantes de cromosomas sexuales que se
hallaron tanto en poblaciones de laboratorio, como en poblaciones naturales de nuestro pais.
Para continuar con estos estudios citoldgicos, se fundd una linea de laboratorio, que porta la
variante de cromosoma Y mas pequefia y frecuentemente hallada en las poblaciones silvestres
y de laboratorio estudiadas. También en este mismo capitulo, se realizaron experimentos de
microdiseccion de cromosomas y de marcadores moleculares AFLP, con el objetivo de
caracterizar a nivel de secuencias nucleotidicas, regiones cromosdmicas relacionadas con el
sexo. Como dichos resultados no resultaron positivos, se decidid estudiar la composicion
molecular de los cromosomas sexuales de A. fraterculus utilizando GISH (Genomic in situ
hybridization) y CGH (Comparative genomic hybridization). Estos experimentos de citogenética
molecular son los que conforman el tercer capitulo de la Tesis.

Considero que los resultados alcanzados en el presente trabajo de Tesis Doctoral, permitieron
confirmar la presencia, en Argentina, de un Unico morfotipo del complejo de especies al que
pertenece A. fraterculus sp. 1, a la vez que se generaron herramientas necesarias para abordar
el problema de la plaga y se hicieron aportes significativos a la citogenética de los cromosomas
sexuales de A. fraterculus, contribuyendo con conocimientos necesarios para plantear

métodos de control amigables con el medio ambiente.
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IG: INTRODUCCION GENERAL

IG1 éQuién es Anastrepha fraterculus?

Anastrepha fraterculus Wiedemann (Diptera: Tephritidae), cominmente conocida como “la
mosca sudamericana de la fruta”, es una plaga de caracter cuarentenario que afecta a la
produccién fruticola de Argentina y otros paises americanos. Esta especie es originaria de
América y exhibe una amplia distribuciéon geografica en este continente. Los registros
demuestran su presencia desde la latitud 27° N hasta 35° S (Stone, 1942; Hernandez-Ortiz y
Aluja, 1993; Norrbom et al., 1999; Steck, 1999; Norrbom, 2004; Zucchi, 2007, 2019). Infesta
una amplia variedad de frutos hospedadores, incluyendo plantas nativas y exdticas o
introducidas, silvestres y de alto valor comercial. Entre las especies vegetales comerciales
comunmente atacadas por A. fraterculus, en zonas templadas a subtropicales, se encuentran
los citricos (naranja, mandarina, pomelo) y frutos de carozo (ciruela, durazno), mientras que
entre las silvestres se destacan la guayaba, falsa guayaba y ubajay (Norrbom, 2004; Zucchi,
2007, 2019). En la tabla 1, se muestran los frutos hospederos mas frecuentes (Segura et al.,

2006).

Tabla 1: Frutos hospederos mas comunes de A. fraterculus sp. 1 en Argentina. Datos extraidos de Segura et al., 2006

Nombre comun Nombre cientifico Familia
Naranja Citrus sinensis (L.) Rutaceae Comercial
Mandarina Citrus reticulata Blanco Rutaceae Comercial
Pomelo Citrus paradisi L. Rutaceae Comercial
Ciruela Prunus insititia L. Rosaceae Comercial
Durazno Prunus persica L. Rosaceae Comercial
Guayaba Psidium guajaba L. Myrtaceae Silvestre
Feijoa- Falsa guayaba Feijoa sellowiana Berg Myrtaceae Silvestre
Ubajay Hexachlamys edulis Berg Myrtaceae Silvestre

1G1.1 Ciclo de vida de A. fraterculus

Anastrepha fraterculus es un insecto holometabolo, realiza una metamorfosis completa, y
posee cuatro etapas bien diferenciadas en su desarrollo: huevo, larva, pupa y adulto. Su ciclo
de vida completo tiene una duracion de alrededor de 26-28 dias, desde el momento de la
postura del huevo hasta la emergencia del adulto (Figura 1) (Dias y Lucky, 2017). En la

naturaleza, las hembras de esta especie plaga, depositan los huevos en el interior de la fruta
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utilizando sus ovipositores esclerotizados. Los huevos de A. fraterculus son de color blanco
crema y miden entre 1,35 y 1,42 mm y es la etapa donde ocurre el desarrollo embrionario
(Murillo y Jiron, 1994; Selivon et al., 1997). A las 48-72 h, los huevos eclosionan y comienza la
etapa larval que ocurre completamente dentro de la fruta, y se diferencia en tres estadios (L1,
L2 y L3), cada uno separado por una muda. Durante todo este periodo, la larva se alimenta de
la pulpa de la fruta y aumenta su tamafio. Por lo general, el primer estadio ocurre de 1 a 3 dias
desde la eclosidn del huevo, el segundo estadio de 4 a 6 dias luego de la eclosidn, el tercer
estadio de 7 a 12 dias posteriores a la eclosion (Nieuwenhove y Ovruski, 2011). La longitud
corporal promedio del tercer estadio varia de 8,77 mm a 10,02 mm (Canal et al., 2015). A
continuacién, la larva de 3er. estadio salta del fruto y se entierra a unos escasos milimetros de

la superficie del suelo.

-
Adultos

Pupa Adulto Farado

Figura 1: Ciclo de vida de A. fraterculus. Fotos extraidas de Dias y Lucky (2017). Las barras en cada uno de los
estadios, corresponden a Imm.

La etapa de pupa comienza luego de que la larva 3 abandona el fruto y busca refugio en el
suelo vy, se caracteriza por la inmovilizacién del individuo y la esclerotizaciéon de la cuticula
(Wappner, 1995). Esta etapa dura entre dos y tres semanas, dependiendo fundamentalmente
de las condiciones ambientales. En este estado ocurren importantes cambios estructurales y
fisioldgicos y una intensiva diferenciacion celular (metamorfosis). Las pupas de A. fraterculus

son cilindricas y de color castafio, volviéndose mas oscuras cuando el insecto esta
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completamente desarrollado. Al final de este estado, se encuentra un adulto farado (individuo
con la morfologia de la etapa adulta, aun dentro del pupario). Una vez culminada la
metamorfosis emerge el adulto (Dias y Lucky, 2017).

En el estado adulto, los individuos son alados, su color es castafio amarillento, y su longitud
varia de 12 a 14 mm. Aunque su tamaino es muy variable, el aspecto y morfologia de su par de
alas, genitalia (particularmente la femenina) y térax constituyen caracteres diagndsticos para
identificar a las especies y a los sexos (Herndndez-Ortiz et al., 2004, 2012, 2015). El tamafio de
las hembras suele ser mayor que el de los machos (Dias y Lucky, 2017). Dependiendo de las
condiciones climaticas, el adulto posee una longevidad de tres a seis meses (Gonzalez et al.,

1971; Salles, 1995; Sugayama et al., 1998; Dias y Lucky, 2017).

1G1.2 Comportamiento sexual

Una vez que los machos adultos maduran sexualmente (5-7 dias post-emergencia), comienzan
a manifestar un comportamiento sexual complejo que incluye la liberacidn de feromonas de
llamado, sefiales acusticas, aumento del movimiento y exhibiciéon de sus alas (Segura et al.,
2007; Gomez Cendra et al., 2011; Bfizova et al., 2013; Cladera et al., 2014; Dias et al., 2016;
Dias y Lucky, 2017). En esta especie es caracteristico el lekking o agrupamiento de machos. El
lek se forma con 3 a 8 machos sexualmente maduros que se retdnen (generalmente en la cara
inferior de las hojas de los arboles) para atraer, cortejar y aparearse con las hembras
receptivas (Morgante et al.,, 1980; Segura et al., 2007; Cladera et al., 2014). Las hembras
adquieren dicha receptividad al cabo de 10 a 12 dias post-emergencia, cuando alcanzan su
madurez sexual.

En general, en A. fraterculus sp. 1, la cépula ocurre temprano en la mafiana, durante la primera
hora y media luego del amanecer (7:30-9:00 h) (Petit-Marty et al., 2004). La temperatura y la
luz solar afectan el apareamiento, sin registrarse cdpulas en temperaturas inferiores a los 16°C

(Malavasi et al., 1983; De Lima et al., 1994; Petit-Marty et al., 2004).

IG2 ¢Cudl es el principal interrogante con respecto a A. fraterculus?

El status taxondmico de A. fraterculus se encuentra en revisidon. Actualmente es considerada
como un complejo de especies cripticas, con al menos ocho morfotipos descritos (Steck, 1991;
Hernandez-Ortiz et al., 2004, 2012, 2015). Estudios previos muestran como probable centro de
origen de este complejo, a la regién norte de América del Sur (Brasil) (Selivon et al., 2005a;
Hendrichs et al.,, 2015; Mengual et al.,, 2017). En la Figura 2, se muestra la localizacion

geografica de los morfotipos descritos hasta el momento (Prezotto et al., 2019).
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Figura 2: Localizacidn geografica de morfotipos de A. fraterculus. Extraido de Prezotto et al., 2019 y modificado.
Mex= morfotipo mexicano, Andino= morfotipo Andino, Peruano= morfotipo Peruano (sp. 4), Br 1= morfotipo Brasil
1 (sp. 1), Br 2= morfotipo Brasil 2 (sp. 2) y Br 3= morfotipo Brasil 3 (sp. 3).

Para estudiar las diferencias entre los morfotipos encontrados, se han realizado estudios de
morfometria (Hernandez-Ortiz et al., 2004, 2012, 2015), analisis citogenéticos (Selivon et al.,
2005a; Goday et al., 2006; Caceres et al., 2009; Hendrichs et al., 2015; Vanickova et al., 2015b;
Dias et al., 2016; Mengual et al., 2017; Schutze et al., 2017; Zacharopoulou et al., 2017;
Prezotto et al.,, 2019), estudios genético-poblacionales (Morgante et al., 1980; Steck y
Sheppard, 1993; Alberti et al., 1999; 2002; Smith-Caldas et al., 2001; Selivon et al., 2005b;
Selivon y Perondini, 2007; Luduefia, 2010; Sutton et al., 2015; Barr et al., 2017), estudios
fisiolégicos y de comportamiento (Vera et al., 2006; Caceres et al., 2009; Segura et al., 2011;
Rull et al., 2012, 2013; Devescovi et al., 2014; Dias et al., 2016, 2020) y analisis de la
composicion de feromonas e hidrocarburos de la cuticula (Caceres et al., 2009; Brizova et al.,
2015; Vanickova et al., 2015a; Roriz et al., 2019). Asimismo, en los Ultimos afios, los estudios
taxondmicos integrales han propuesto una nueva perspectiva para estudiar a los miembros del

complejo A. fraterculus contemplando enfoques multidisciplinarios (Caceres et al., 2009;
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Vanickova et al., 2015b; Dias et al., 2016; Schutze et al., 2017; Prezotto et al., 2019; Selivon et
al., 2022).

En Argentina se ha descrito la presencia de una sola entidad del complejo A. fraterculus,
formalmente denominada Anastrepha fraterculus sp. 1 o morfotipo brasilefio 1 (Zucchi, 2000;
Selivon et al., 2005a; Goday et al., 2006). Se ha registrado su presencia principalmente en las
regiones noreste (Misiones, Corrientes, Chaco, Entre Rios y Formosa) y noroeste (Jujuy, Salta,
Tucumdn, Catamarca y Santiago del Estero) y también en oasis cultivados de La Rioja, San Juan,
Mendoza y San Luis. Asimismo, fue detectada en Cérdoba y norte de la provincia de Buenos
Aires (Segura et al., 2006; Ovruski et al., 2010; Funes et al., 2017). Existe una extensa
bibliografia sobre aspectos bioldgicos y distribuciéon geografica de A. fraterculus sp. 1 en
Argentina. Particularmente, se han realizado estudios ecoldgicos, comportamentales,
fisioldgicos, genético-moleculares (Cladera et al., 2014; Lanzavecchia et al., 2014; Manni et al.,
2015; Rodriguez et al., 2019), estudios de citogenética cldsica y molecular en cromosomas
mitdticos y politénicos (Basso et al., 2003; Giardini et al., 2009; Giardini et al., 2015), ecologia
qguimica (Bachmann et al., 2015, 2017, 2019), estudio de sus simbiontes (Conte et al., 2019;
Devescovi et al.,, 2019; Judrez et al., 2019; Salgueiro et al., 2020) y recientemente se han

iniciado estudios gendmicos en este morfotipo (Scannapieco et al., 2020).

IG3 ¢Como se controla la plaga en Argentina?

El control de la densidad poblacional de A. fraterculus en campos de produccidn de fruta estd
incluido en el manejo integrado de plagas, coordinado a nivel nacional y regional por el
Programa Nacional de Control y Erradicacién de Moscas de la Fruta (PROCEM, SENASA). Sin
embargo, dada la falta de medidas especificas, el tratamiento contra esta plaga se basa
fundamentalmente en el trampeo y la aplicacién de quimicos (Guillen y Sanchez, 2007; Cladera
et al., 2014). En la actualidad se hallan en etapa de desarrollo algunos métodos de control de
bajo impacto ambiental, como la Técnica del Insecto Estéril (TIE) (Knipling, 1955; Meza et al.,
2020; Mastrangelo et al., 2021) y el control biolégico mediante el uso de parasitoides (De
Bach, 1964; Ovruski et al., 2003).

La TIE es un método de control de plagas de insectos, amigable con el medio ambiente. Implica
la cria masiva de la especie plaga a controlar y su esterilizacion. Una vez esterilizados, se
procede a la liberacion de los insectos estériles en las zonas de prevalencia de la plaga. Esta
técnica puede maximizar su eficacia si se cuenta con una linea de sexado genético que permita
separar los sexos en etapas tempranas del desarrollo. De esa manera, la liberacién solo
incluiria a los machos estériles. Estos machos se aparean con hembras silvestres, transfiriendo

a sus espermatecas esperma estéril, impidiendo la fecundacion de los huevos y la posibilidad
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de dejar descendencia, con lo que se reduce la poblacion de plaga en la siguiente generacion
(IAEA, 2020). Los aspectos relevantes para la implementacion de la TIE para A. fraterculus
incluyen entonces, el establecimiento de crias de nivel masivo y el estudio de su biologia,

particularmente de su comportamiento y genética (Cladera et al., 2014).

IG4 Anastrepha fraterculus sp. 1 como objeto de estudios citoldgicos

La complejidad genética y de comportamiento de esta especie plaga, las controversias
respecto a su status taxondmico vy la distribucién geografica de los morfotipos identificados, y
los vacios de conocimiento en el area de la biologia reproductiva y de la determinacion del
sexo, evidencian la necesidad de un estudio exhaustivo de A. fraterculus sp. 1 en Argentina.
Por estos motivos, en esta Tesis Doctoral se propone un abordaje citoldgico que incluye: la
caracterizacién detallada del cariotipo mitdtico, la organizacion y el andlisis de sus
cromosomas sexuales mediante la utilizacion de herramientas de citogenética cldsica y
molecular como la hibridacién in situ fluorescente, hibridacién in situ genémica e hibridacion
gendmica comparada. Ademds, se incluye el estudio detallado del mapa de los cromosomas
politénicos de la especie mediante técnicas de citogenética cldsica y molecular. La informacion
generada en esta Tesis sera de utilidad para caracterizar las poblaciones silvestres y cepas de
laboratorio de la especie, y para obtener un conocimiento gendmico comparativo de sus
cromosomas sexuales. Al mismo tiempo y mediante el analisis poblacional, se pretende
brindar informacién relevante sobre posibles rutas de entrada al territorio argentino vy
proponer hipdtesis sobre su dispersién y diversificacién.

Se espera que la informacion generada, la puesta a punto de protocolos y los resultados
presentados en esta Tesis Doctoral constituyan insumos de valor para desarrollar estrategias
de manejo de crias en condiciones artificiales, necesarias para la implementacion de la TIE
contra esta plaga en nuestro pais. Asimismo, se pretende que brinden conocimientos y

herramientas para la dilucidacion de especies dentro del complejo A. fraterculus sensu stricto.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo general

Este proyecto plantea el estudio de aspectos genéticos en la mosca de la fruta Anastrepha
fraterculus sp. 1, que posee en nuestro pais el status de plaga cuarentenaria. Esta situacion
justifica la realizacion de estudios cientificos que aporten informacién util para el desarrollo de
métodos de control de bajo impacto ambiental. En este sentido se propone realizar una
caracterizacion citogenética y molecular detallada de los cromosomas sexuales y la localizacidn
de regiones especificas de sexo en A. fraterculus sp. 1, como asi también, analizar la

variabilidad cariotipica presente en poblaciones silvestres de esta especie en nuestro pais.

Objetivos especificos

1- Caracterizar citolégicamente el cariotipo mitético y el complemento politénico de A.

fraterculus sp. 1.

2- Estudiar la frecuencia y distribucion geografica de las variantes de cromosomas
sexuales de A. fraterculus sp. 1 identificadas en Argentina. Aislar, y caracterizar a nivel de
secuencia nucleotidica, regiones cromosdmicas especificas de la variante mas frecuente

de cromosoma Y (Ys).

3- Estudiar la composicion molecular de los cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1.

Hipdtesis de trabajo

1- Los estudios citoldgicos de los cromosomas mitéticos y politénicos permiten
caracterizar la variabilidad genética presente en las poblaciones argentinas del morfotipo
A. fraterculus sp. 1.

2- Las poblaciones silvestres de A. fraterculus sp. 1 exhiben mayor numero de variantes
morfoldgicas de cromosomas sexuales que las poblaciones de laboratorio.

3- El cromosoma Y de A. fraterculus sp. 1 porta regiones especificas que estan ausentes en
las hembras de la misma especie, las cuales estan involucradas en la determinacién del
sexo.

4- Mediante la hibridaciéon gendmica comparativa resulta posible explorar la composicién

molecular de los cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1.



CAPITULO 1

Caracterizacion del cariotipo mitético y el complemento

politénico de A. fraterculus sp. 1 de Argentina
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CAPITULO 1: Caracterizacién del cariotipo mitético y el complemento politénico de

A. fraterculus sp. 1 de Argentina

11: INTRODUCCION

11.1 Cromosomas, citogenética y cariotipo

Los cromosomas son los componentes basicos del nicleo de una célula. Cada uno de ellos esta
compuesto por proteinas y una uUnica molécula de ADN y, en su conjunto, portan el material
genético hereditario completo de un organismo. El término "cromosoma" originalmente deriva
del griego que significa cromo (color) y soma (cuerpo), debido a su intensa tincidon con algunos
colorantes. En eucariotas, el nimero diploide de cromosomas presentes en las células
somaticas varia entre los diferentes grupos taxonémicos. Los seres humanos, por ejemplo,
tienen un nudmero diploide de 46 cromosomas con 22 pares de autosomas y un par de
cromosomas sexuales (X e Y). Por el contrario, los procariotas como las bacterias y las arqueas
tienen un solo cromosoma circular organizado como un nucleoide en la célula (Balajee y
Hande, 2018).

Los cromosomas estan formados por cromatina que resulta de la interaccion del ADN con las
proteinas histdnicas, no histdnicas y ARN. La cromatina compone los nucleos de las células y
puede presentar distintos grados de empaquetamiento o contraccion distinguiéndose dos
tipos citoldgicos: la eucromatina y heterocromatina (Alberts et al., 2002).

La eucromatina representa una gran proporcion del genoma. En este estado, el ADN presenta
flexibilidad en cuanto a los procesos moleculares que pueden ocurrir, los genes pueden
activarse o inactivarse y el ADN puede descondensarse para su reparacion o replicacion.

Por su parte, la heterocromatina se encuentra en diferentes proporciones en el nicleo celular
dependiendo de la especie, y puede estar involucrada en procesos celulares clave, como la
proteccion de los extremos cromosdmicos y la segregacion de los cromosomas durante la
mitosis, por ejemplo (Kouzarides, 2007). A nivel citoldgico, se encuentra distribuida en los
genomas de manera especie-especifica. En los eucariotas superiores, los centrémeros vy
teldmeros generalmente contienen heterocromatina y, el ADN que la compone es usualmente
de tipo repetitivo. Cuando se analiza el patrédn de bandas C, que muestra la localizacién de la
heterocromatina en el cariotipo, ésta puede ser observada, por ejemplo, en la region
centromérica y pericentromérica de un amplio nimero de taxones animales como roedores,
anfibios, e insectos. Se la puede encontrar también, en la regidén telomérica de las cebras de
Hartmann, a lo largo de un brazo en algunos cromosomas de primates no humanos, en el

cromosoma Y de los humanos, en el cromosoma X inactivo de las hembras de mamifero y en
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los cromosomas 4 e Y de Drosophila melanogaster (Eissenberg y Elgin, 2000; Park y Kuroda,
2001; Redi et al., 2001).

En un sentido amplio, el estudio de la estructura, funcién y comportamiento de los
cromosomas, constituye la citogenética. Histéricamente, esta area del conocimiento ha sido
descrita como un campo hibrido de la ciencia que abarca a la citologia y a la genética. Desde el
descubrimiento de los cromosomas como vehiculos hereditarios, se desarrollaron numerosas
técnicas que permiten su visualizacion y analisis (Balajee y Hande, 2018).

En citogenética, se describe al cariotipo como la constitucion cromosémica de una especie en
cuanto al numero, morfologia, tamafio y patrén de bandas de los cromosomas que lo
componen (King, 2006; Wu y Qin, 2019). Los estudios del cariotipo permiten explorar aspectos
destacables y diagndsticos de las especies, como por ejemplo estimar la diversidad bioldgica,
analizar reordenamientos cromosdmicos, evidenciar la relaciéon taxondmica entre especies e
incluso, realizar inferencias sobre eventos evolutivos pasados (Delaunay, 1922; Dobigny et al.,
2004; Cioffi et al., 2012). Habitualmente para el analisis del cariotipo, los cromosomas se
estudian en metafase mitdtica, porque en esta etapa del ciclo celular, se puede observar el
complemento cromosémico completo de la especie en su mayor grado de compactacion. Es en
este momento donde ademas de caracterizar el nUmero cromosdémico, también se puede
caracterizar su morfologia y su composicién en cuanto a cantidad de pares de cromosomas,
presencia de regiones organizadoras nucleolares (NORs), nudos cromosémicos (Knobs; en el
caso de las plantas) y constricciones secundarias. Segun la posicidn donde se encuentra el
centrémero, se pueden definir diferentes morfologias cromosémicas (Figura 3). Los
cromosomas metacéntricos tienen el centrémero en la mitad del mismo y los cromosomas
acrocéntricos tienen su centrémero cerca de uno de los extremos. Se denomina sub-
metacéntrico, al cromosoma que posee su centrémero mas cerca de la mitad del cromosoma
que del extremo y sub-acrocéntrico cuando el centromero esta mas cerca del final del
cromosoma que de su parte media. Los cromosomas telocéntricos, se definieron
originalmente, como un cromosoma con su centromero estrictamente terminal (Levan et al.,
1964; Sumner, 2003; 2008).

El nimero basico de cromosomas en las células somaticas de un individuo o una especie se
denomina nimero somatico y se designa como 2n. Entonces, en los organismos diploides que
carecen de alteraciones numéricas y/o estructurales, los cromosomas autosomicos estan
presentes en dos copias; pudiendo distinguirse morfolégicamente o no, sus cromosomas

sexuales (White, 1973).
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Metacéntrico Sub-metacéntrico Sub-acrocéntrico Acrocéntrico Telocéntrico
Centromero

Centromero

indice centromérico ) 460 5 0.26-045 0.15-03 0
(p/p+a)

Figura 3: Clasificacion de los cromosomas segun la posicion del centrémero. Modificado de Sumner, 2003.

11.2 Citogenética clasica y molecular

Entre los afios 1960-1970 el descubrimiento y la aplicacion de las técnicas de bandas
cromosdmicas ha significado una de las innovaciones mas importantes en la citogenética
cldsica (Ferguson-Smith, 2015). Estas, se corresponden con variaciones en la estructura
longitudinal de la cromatide, puestas en evidencia por las distintas técnicas de tincién. Cada
par de cromosomas homalogos se diferencia de los otros pares por su contenido de secuencias
de ADN repetitivo y por la constituciéon de la cromatina en términos de secuencias de bases
(bandas G y bandas R). Existen a su vez, técnicas de bandas especializadas que identifican y
revelan regiones particulares del cromosoma, por ejemplo, segmentos de heterocromatina y
secuencias repetidas (bandas C), regiones organizadoras nucleolares (bandas Ag-NOR o
impregnacién argéntica), heterocromatina telomérica, centromérica o ADN satélite, entre
otras. La utilidad de estas técnicas, reside principalmente en que los patrones de bandas
obtenidos serdn idénticos de una célula a otra, de un tejido a otro y de un individuo a otro de
la misma especie, con la excepcion de las regiones polimérficas. La fidelidad de los patrones de
bandas tiene su origen en la organizacidn subyacente a las secuencias de ADN vy las proteinas
asociadas en el cromosoma, ya que dicha organizacién se mantiene de una divisién celular a la
siguiente (Sumner, 1990).

Con el desarrollo de la hibridacién in situ (ISH) e hibridacion in situ fluorescente (FISH), nace la
citogenética molecular que, podria definirse como la fusidn entre la citogenética clasica y la
biologia molecular. Ambos métodos de hibridacién, se consideran técnicas bdasicas de las
cuales se desprende una serie de derivaciones con aplicaciones especificas (Pardue y Gall,
1969; Rudkin y Stollar, 1977; Herrera, 2007). Estos avances metodoldgicos permitieron

incorporar considerables mejoras en la resolucién de los estudios cariolégicos dando origen a
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nuevos abordajes en el andlisis de la estructura y dindmica cromosdmica (Gokhman y
Kuznetsova, 2006).

La técnica de FISH permite la localizacion de secuencias especificas de ADN en una
determinada regién cromosdémica (Pardue y Gall, 1969; Rudkin y Stollar, 1977). Ha sido de gran
utilidad al momento de estudiar la cantidad y distribucidon de los clusters de genes ribosomales

en los cromosomas, por ejemplo (Sumner, 1990).

11.3 Heterocromatina y genes ribosomales

Existe un conjunto de caracteristicas y propiedades que han definido a la heterocromatina mas
alld de su visualizacion citogenética. Entre éstas se encuentran niveles muy reducidos de
recombinacién meidtica, baja densidad génica, replicacion tardia durante la fase S, inactividad
transcripcional, enriquecimiento en secuencias altamente repetitivas de ADN satélite y
remanentes de elementos moviles (Dimitri et al., 2009).

La heterocromatina es una estructura mucho mas compleja: se trata de un ordenamiento en
mosaico compuesto por diferentes tipos de secuencias mediana y altamente repetitivas,
satélites e incluso, secuencias Unicas empaquetadas dentro de la misma heterocromatina
(Avramova, 2002; Tremethick, 2007). Estas repeticiones pueden variar de una composicion rica
en A-T a una rica en G-C y desde longitudes de repeticion de 2 pb, a unidades repetidas de
cientos o miles de pares de bases (Hoyer-Fender et al., 2000). Sin embargo, a pesar de la
compleja definicion a partir de su secuencia y unidades de repeticion, la heterocromatina
muestra como patréon comun y consistente, la metilacidn de citocinas y la presencia de ciertas
proteinas especificas (Sumner, 2008). Se ha demostrado que el estudio de su distribucion y
composicion provee informacidn esencial sobre la evolucion de los cromosomas en eucariotas,
resultando de un gran valor diagndstico en los estudios citogenéticos (Hoshiba e Imai, 1993,
2020; Siljak-Yakovlev et al., 2010; Penagos-Puig y Furlan-Magaril, 2020).

La técnica de bandas C, fue la primera en utilizarse para estudiar a la heterocromatinay, revela
su distribucién, localizacidn y proporcién del cariotipo que se corresponde con ella, tanto en
los cromosomas metafasicos como en los nucleos interfasicos. Es la mas utilizada y citada
cuando se estudian los cariotipos de insectos (Hoshiba e Imai, 1993; Gokhman, 1997,
Kuznetsova et al., 1997; Palomeque et al., 1998; Bugrov et al., 2001; Gokhman y Kuznetsova,
2006; Carabajal Paladino et al., 2013). Asimismo, cuando se tratan los cromosomas con
algunos fluorocromos, se pone en evidencia la composicidon especifica de bases de la
heterocromatina, permitiendo establecer si estd enriquecida en bases A-T, G-C o, si su
composicion es balanceada. En particular, el antibidtico cromomicina A3 (CMA;) tifie los

segmentos cromosdmicos ricos en nucleétidos G-C, mientras que el DAPI (4', 6-diamidino-2-
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fenilindol) tifie regiones del ADN con prevalencia de pares de bases A-T (Gokhman vy
Kuznetsova, 2006). Una composicion diferencial de bases implica origenes independientes de
la heterocromatina; por lo tanto su caracterizacién molecular resulta esencial para estudios
filogenéticos comparativos y taxondmicos (Domingues et al., 2005).

En los organismos eucariotas, las regiones NOR se localizan en un determinado nimero de
cromosomas (originando en general, constricciones secundarias) y varian en numero
dependiendo de la especie. El cluster de genes ribosomales consiste en una unidad basica
repetida formada por un espaciador no transcrito (NTS), también denominado espaciador
intergénico (IGS) ya que existe evidencia de que a veces se transcribe, y los genes ribosomales,
separados por espaciadores transcritos internos (ITS). Toda la unidad repetitiva suele ser rica
en G-C (Miller y Sollner-Webb, 1981; Sumner, 2003). En la mayoria de los organismos, los
genes ribosomales se presentan en un orden particular y, codifican para los ARN ribosomales
(ARNr) 18S, 5.8S y 28S, que se transcriben como una sola unidad de ARNr 45S, que luego se
procesa en los componentes individuales (Sumner, 2003) (Figura 4). Asimismo, se ha descrito
un cuarto gen ribosomal (5S) que se organiza en repeticiones en tandem, se transcribe
separadamente de los otros tres ARNr y no integra la regién nucleolar (Drouin y De Sa, 1995;
Carabajal Paladino, 2011). Cuando se realiza FISH para estudiar la localizacion cromosdémica de
genes ribosomales, el tamafio de la sefial de hibridacién de una regién NOR es proporcional al
numero de cistrones ribosomales que contiene (Wachtler et al.,, 1986; Leitch y Heslop-
Harrison, 1992; Suzuki y Sakurai, 1992; Carabajal Paladino, 2011). La determinacion del
numero y localizacidn de los loci de ADNr hace de ellos un importante marcador cromosdmico,
que puede ser muy util para la identificacion taxondmica de especies, el analisis de la
evolucidon del cariotipo y para un mejor conocimiento de la estructura y organizacion

cromosdmica (Goday et al., 2006; Giardini et al., 2015; Carabajal Paladino, 2011).

18s 5.8 285
ms1 1S 2

Figura 4: Esquema de distribucién del cluster de genes ribosomales. Se muestran las regiones codificantes (18S, 5.85
y 28S) y no codificantes (ITS1 e ITS2).

11.4 Los cromosomas politénicos

Los cromosomas politénicos se forman a partir de los cromosomas de nucleos diploides, por
duplicacidn sucesiva de cada cromatida. Dicho proceso esta asociado con la eliminacién de la
ultima etapa de la mitosis, luego de cada duplicacién del ADN. Esto resulta en un ciclo celular

de sélo dos fases, la fase S (Sintesis) y la G (Intersintesis) también reconocido como endociclo.
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Al final de la fase S, las hebras de ADN no segregan, permaneciendo apareadas y formando los
cromosomas politénicos (Stormo y Fox, 2017; Shen, 2019). Este tipo de cromosomas se han
descrito en ciertos tejidos de diversas especies de insectos, plantas, animales y organismos
unicelulares (Stormo y Fox, 2017). Poseen patrones caracteristicos de alternancia de bandas
oscuras y claras que son facilmente observables con un microscopio éptico (Figura 5). Algunos
trabajos previos mencionan una posible correspondencia lineal entre el nimero de genes y el
numero de bandas e interbandas que reflejarian dominios de cromatina funcionalmente
diferente (Puppels, 1999). Otra hipdtesis propone que el patrén de bandas-interbandas es un
reflejo de la actividad transcripcional local, mas que de la distribucién de material génico y no
génico (Zhimulev et al., 1981; Hill y Rudkin, 1987). La actividad transcripcional también se
evidencia por la formacion de regiones engrosadas, estructuras llamadas puffs (Figura 5), que
estarian reflejando la transcripcion activa del material genético que se encuentra en ese sector
del cromosoma (Gariou-Papalexiou et al., 1999).

Los cromosomas politénicos han sido muy estudiados en los dipteros, especialmente en los
géneros Drosophila, Chironomus y Rhynchosciara. La claridad de la estructura en bandas de
estos cromosomas, combinados con el inmenso conocimiento de la genética de estas moscas,
los hizo valiosos objetos de estudio que permite correlacionar entre estructura cromosémica y
génica (Sumner, 2003). Se han descrito cromosomas politénicos en al menos otros cuatro

grupos de insectos (Cassagnau, 1974; Sumner, 2008).
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Figura 5: Cromosomas politénicos de glandulas salivales de D. melanogaster. Las flechas sefialan: los cromosomas
politénicos, el cromocentro, puff. Extraido y modificado de (Painter, 1934).
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Desde la primera publicacion de los mapas de cromosomas politénicos de Drosophila (Bridges,
1935), estos han demostrado ser un excelente instrumento para el estudio de la estructura y
funcién cromosdmica, la actividad genética, las relaciones filogenéticas y han servido como
herramientas de diagndstico para distinguir miembros de complejos de especies (Coluzzi et al.,
1979, 2002; Ashburner et al., 1982; Krimbas y Powell, 1992; Zhimulev et al., 2004; Ayala y
Coluzzi, 2005).

Para las especies de insectos plaga de la familia Tephritidae, los avances en el campo de la
citogenética en general, y los cromosomas politénicos en particular, han contribuido a la
comprension de la variacidn, la evolucién y los fendmenos de especiacién incipiente, asi como
al desarrollo y a la mejora de los métodos de control de plagas. El mapa de los cromosomas
politénicos de la mosca del Mediterrdneo, Ceratitis capitata (Bedo, 1987; Zacharopoulou,
1990), por ejemplo, resulté de utilidad en la seleccion de cepas de moscas para la
implementaciéon de la TIE. Para esta estrategia, se generaron lineas de insectos con
caracteristicas fenotipicas particulares (por ejemplo, color de pupa) y posteriormente estos
rasgos fueron asociados al sexo mediante translocacion de regiones autosémicas al
cromosoma Y. De esa manera, se obtuvieron lineas de moscas en las cuales era posible
diferenciar y separar los sexos tempranamente en el desarrollo (lineas de sexado genético)
(Cladera, 1995; Cladera y Delprat, 1995). Para la evaluacién y caracterizacion citologica de
estas lineas de insectos con translocaciones cromosdmicas, los preparados de cromosomas
politénicos fueron de gran utilidad (Gariou-Papalexiou et al., 2002; Robinson, 2002; Franz,
2005). De manera similar, el analisis citogenético de mapas de cromosomas politénicos ha
ayudado al andlisis de lineas de sexado genético en otras especies de tefritidos, como
Bactrocera dorsalis, Zeugodacus cucurbitae (Zacharopoulou y Franz, 2013) y Anastrepha ludens

(Zepeda-Cisneros et al., 2014).

11.5 Aplicacién de las técnicas de citogenética en insectos

Los estudios cromosémicos en insectos permitieron identificar diferencias entre especies y
polimorfismos entre individuos o poblaciones de la misma especie. Especialmente
relacionados con el tamafio de los cromosomas y la localizacién de los bloques de
heterocromatina (Dobzhansky, 1941; White, 1973; Wuelker et al., 1989; King, 1993; Gunderina
et al., 2005; Gokhman y Kuznetsova, 2006). Particularmente en los dipteros, el cariotipo ha
sido una herramienta importante en los estudios filogenéticos (Gokhman y Kuznetsova, 2006).
Tal es el caso de los polimorfismos de presencia y cantidad de cromosomas B o accesorios, por

citar un ejemplo (Hewitt, 1979; Stegnii, 1993; Polukonova et al., 2005; Gokhman y Kuznetsova,
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2006). Un argumento adicional para incluir los polimorfismos cromosdmicos en los estudios de
filogenia, es el hecho de que los caracteres cariotipicos, a diferencia de otras caracteristicas
morfoldgicas, son en su mayoria hereditarias y cambian independientemente del medio
ambiente. Su utilizacién se hace auin mds importante en aquellos casos en que los estudios de
caracteres morfoldgicos tradicionales (morfométricos en general), no proporcionan una
filogenia resuelta (White, 1973; King, 1993; De Fatima Ruas et al.,, 2005; Gokhman vy
Kuznetsova, 2006; Furo et al., 2020).

En vista de las ventajas de los aspectos cariotipicos como caracteres diagndsticos, la utilizacion
de los cromosomas en estudios taxondmicos se ha expandido en forma notable,
particularmente en grupos de insectos de importancia econdmica, incluidas plagas agricolas y
forestales como es el caso de algunos afidos (Blackman et al., 1980; Blackman et al., 1987;
Blackman, 1990; Fyodorova et al., 1991; Battisti et al.,, 1998; Cook et al., 2002; Gavrilov y
Kuznetsova, 2004; Gokhman y Kuznetsova, 2006), vectores de enfermedades (Coluzzi et al.,
2002; Gokhman y Kuznetsova, 2006), y entomofagos que controlan las poblaciones de plagas
como las abejas parasiticas, por ejemplo (Whitten, 1971; Foster et al.,, 1972; Gokhman y
Kuznetsova, 2006).

En el caso de la mosca sudamericana de la fruta A. fraterculus, los trabajos realizados
previamente en poblaciones silvestres de Argentina describieron la existencia de un
polimorfismo cromosdémico ocasional en el par sexual (Lifschitz et al., 1999; Manso y Basso,
1999; Basso et al.,, 2003). Estos estudios describieron la presencia de cuatro variantes
morfoldgicas del cromosoma X y seis variantes del cromosoma Y; todos detectados
minoritariamente (Lifschitz et al., 1999; Manso y Basso, 1999; Basso et al., 2003). Estudios
posteriores han descrito cariotipos (o cariomorfos) compuestos por sélo dos variantes de cada
cromosoma sexual (denominados Xy, X, e Ys, Y¢) (Giardini, 2006; Cladera et al., 2014; Giardini
et al., 2015). Estos cariomorfos hallados son parte de una problematica a resolver y
constituyen la primera evidencia de polimorfismos cromosdmicos detectados en un morfotipo

del complejo A. fraterculus sensu stricto.
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OBJETIVOS - Capitulo 1

1- Caracterizar citolégicamente el cariotipo mitético y el complemento politénico de

Anastrepha fraterculus sp. 1.

1.1: Describir las variantes cariotipicas sexuales de A. fraterculus sp. 1 sobre preparaciones
cromosdmicas obtenidas a partir de ganglio cerebral (cromosomas mitdticos). Analizar la
distribucién de la heterocromatina y de regiones ricas en secuencias nucleotidicas A-T/G-C

mediante el analisis de bandas C y bandas DAPI/CMA;.

1.2: Detallar el mapa de cromosomas politénicos sobre preparaciones obtenidas a partir de
glandulas salivales de A. fraterculus sp. 1. Estudiar el patron de bandas de cada uno de los

cromosomas del complemento.

1.3: Caracterizar el cariotipo mitético y el complemento politénico de A. fraterculus sp. 1,

aplicando la técnica de FISH con sonda especie-especifica del arreglo de genes ribosomales.
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MM1: MATERIALES Y METODOS
MM1.1: Objetivo 1.1- Estudio de cromosomas mitéticos

MM1.1.1 Material Bioldgico

Los individuos analizados para llevar a cabo este objetivo, procedieron de la linea Af- IGEAF
que fue establecida en el laboratorio en el afio 2007, con aproximadamente diez mil (10000)
pupas provenientes de la cria semi-masiva de la Estacién Experimental Obispo Colombres de
San Miguel de Tucuman (Tucumdan, Argentina) y mantenida hasta el dia de hoy bajo

condiciones artificiales de cria (150 generaciones aproximadamente) (Jaldo et al., 2001).

MM1.1.2 Obtencion de preparaciones cromosomicas a partir de ganglio cerebral

Para la obtencion de preparaciones de cromosomas mitéticos, se procedié a la diseccidn de
larvas de A. fraterculus sp. 1 de estadio 3 (MM1.1.1), para extraer el ganglio cerebral, segin el
protocolo descrito por Guest y Hsu (1973) con algunas modificaciones. Brevemente:

- Se diseca rapidamente la larva en solucién Ringer (solucion fisioldgica utilizada para insectos:
0,9 % NaCl, 0,02 % CaCl, 0,02 % KCl, 0,01 % NaHCO; pH 6.9).

- El ganglio cerebral se transfiere a una solucién hipotdnica de citrato de sodio 1 % y se incuba
10-15 min.

- El material se fija en una solucién de metanol: dcido acético glacial 3:1 durante 30-60 s.

- Se homogeniza el tejido en una solucién de acido acético glacial al 60 % (v/v), se corta con
agujas de diseccion y se rueda con micropipeta sobre el portaobjetos.

- Se procede a la fijacion y extensidon del homogenato por calor sobre un portaobjeto en
plancha caliente a 45-55 °C.

- Se deja secar a TA.

MM1.1.3 Aplicacion de técnica de bandas: Bandas Cy DAPI/CMA;

Bandas C [(Canovai et al., 1994) para Ceratitis capitata; posteriormente adaptado por Selivon y
Perondini, (1997) para las especies del género Anastrephal.

- Se envejecen las preparaciones mitdticas obtenidas en MM1.1.2, dejandolas una semana
aproximadamente a 25°C o calentandolas durante 3 h a 60°C.

- Se hidrolizan los cromosomas en HCI 0,2 N durante 10 min.

- Se enjuagan con abundante agua destilada.

- Se incuban luego en Ba (OH), 5 %, 2 min a 50°C. La solucién de Ba (OH), estd sobresaturada,
se deja precipitar mientras se toma la temperatura y, antes de sumergir los preparados, se

resuspende con pipeta Pasteur.
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- Luego del Ba (OH),, se enjuagan los preparados con abundante agua destilada y se incuban
en 2xSSC, 1h a 60 °C.

- Se vuelven a enjuagar con agua destilada.

- Se tifien con Giemsa 10 %, 5 min La reaccion se detiene con agua corriente y los preparados
se observan luego bajo microscopio.

Bandas DAPI/ CMA; (Schweizer y Ambros, 1994, con modificaciones)

- Se deshidratan las preparaciones mitéticas obtenidas en MM1.1.2 en una serie de alcoholes
(70 %, 90 % y 100 %), 2 min cada uno y se dejan secar al aire.

- Se lavan los preparados con buffer Mc llvaine y se los tifie con DAPI en cdmara himeda, en
oscuridad durante 20 min (75 pl de DAPI, solucién de trabajo-10 pg/ml; cubreobjetos plastico,
camara humeda con 2xSSC).

- Se lavan, alternando agua destilada-buffer Mc Ilvaine-agua destilada. Entre lavado y lavado se
retira el exceso de liquido, golpeando el portaobjetos contra la pared de la bandeja.

- Se les coloca luego, 50 pl de CMA; (0,6 mg/ml en buffer Mc llvaine) con cubreobjetos plastico
y se mantienen en cdmara humeda, en oscuridad ON.

- Después de la tincidon con CMA;, se lavan, alternando agua destilada-buffer Mc llvaine-agua
destilada. Se retira el exceso de liquido entre lavado y lavado, de la misma manera que luego
del DAPI.

- Se secan al aire los preparados, colocandolos sobre un papel absorbente, se montan con
antifade (ThermoFisher Scientific) y sellan.

- Antes de su analisis, se dejan en la heladera en oscuridad una semana o a 37°C durante 3 dias

en oscuridad.

MM1.1.4 Procesamiento, edicion y andlisis de imdgenes

Medicion de los cromosomas, indice centromérico y porcentaje de heterocromatina

Los cromosomas se miden con el programa Micromeasure 3.3. Se toman valores de la longitud
total de cada cromosoma, longitud de cada uno de los brazos, indice centromérico (IC) y
porcentaje de heterocromatina.

El IC es el cociente entre la longitud del brazo corto y la longitud total del cromosoma. Toma
un valor maximo de 0,5, ya que el brazo menor no puede superar la mitad del cromosoma.

El porcentaje de heterocromatina se calcula para los cromosomas sexuales, sobre las
fotografias correspondientes a bandas C. Se mide la “longitud” del/los bloque/s de
heterocromatina de cada uno de los cromosomas, sobre el 100 % que corresponde a cada

cromosoma completo y se calcula su valor medio.
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Captura y edicién de imagenes

Las imagenes fueron tomadas con la cdmara Leica DFC340 FX del microscopio Leica DMLB.
La edicion de las imagenes, ajuste de brillo y contraste, pseudocoloreado de imagenes
tomadas en blanco y negro y fusion de imagenes tomadas con diferentes filtros de

microscopio, se realizd con el programa Photoshop (Adobe Photoshop Cs5 espafiol).
MM1.2: Objetivo 1.2- Estudio de cromosomas politénicos

MM1.2.1 Material Bioldgico
Los individuos analizados para llevar a cabo este objetivo, provinieron de la linea Af- IGEAF,

descrita en MM1.1.1.

MM1.2.2: Obtencion de preparados cromosomicos a partir de gldndula salival

A partir de las glandulas salivales de larvas de 3er. estadio o pre-pupas (mantenidas a 18°C), de
individuos pertenecientes a A. fraterculus sp. 1 (MM1.1.1), se realizaron las preparaciones para
estudiar el complemento politénico, siguiendo el protocolo descrito por Zacharopoulou (1990).
- La larva se diseca rapidamente en solucién Ringer y las glandulas salivales se transfieren a
acido acético 45%, durante 30-60 s.

- Se colocan luego, en un cubreobjetos con 10-15 pl de acido lacto-acético (acido lactico: agua:

acido acético 3:2:1), durante 2-3 min y se aplastan.

MM1.2.3: Procesamiento y andlisis de las imdgenes: Obtencion del mapa detallado de
cromosomas politénicos

El mapa fotografico de los cromosomas politénicos se realizé a partir del andlisis de imagenes
de células de preparaciones de las glandulas salivales. Se seleccionaron las imdagenes que
mostraban nucleos bien diseminados y/o cromosomas aislados y que mostraban un patrdn de
bandas definidas claramente. El primer paso fue seleccionar fotografias de cada una de las
regiones de cada cromosoma que: a) proporcionaran un patron de bandas claro y b) que
pudiesen mostrar, sin ambigiliedades, la continuidad de cada elemento politénico.
Posteriormente, las regiones cromosdmicas se ensamblaron utilizando el programa Adobe

Photoshop CS6, para construir el mapa fotografico de cada cromosoma politenizado.
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MM1.3: Objetivo 1.3 - Citogenética molecular: FISH en cromosomas mitdticos y

politénicos de A. fraterculus sp. 1.

MM1.3.1 Material Bioldgico
Los individuos analizados para llevar a cabo este objetivo, provinieron de la linea Af- IGEAF,

descrita en MM1.1.1

MM1.3.2: Extraccion de ADN y generacion de la sonda 18S
El método de extracciéon de ADN utilizado, fue el descrito por Hoisington y Gonzélez de Ledn
(1994), con modificaciones. Brevemente,
- Se homogenizan con mortero y nitrégeno liquido hasta llegar a polvo, grupos de cinco
machos adultos y cinco hembras adultas (por separado) (Michelmore et al., 1991).
- Al homogenato se le agregan 1000 pl de CTAB 2 % precalentado a 65°C, se mezcla y se incuba
a la misma temperatura durante 30 min, con agitacién suave y continua.
- Se dejan los tubos destapados, 5 min, para que la temperatura descienda y se le agregan 450
upl de cloroformo: octanol (24:1).
- Se mezcla la muestra por inversidon durante 10 min hasta obtener una emulsion.
- Se centrifugan los tubos durante 30 min a 14000 rpm y TA.
- Se trasvasa la fase acuosa a un nuevo tubo de 2 ml.
- Se le adiciona 5 pl de enzima RNAsa (10 mg/ml), se mezcla la solucién suavemente por
inversién durante 5 min y se incuba 60 min a 37°C.
- Se agregan nuevamente 450 ul de cloroformo-octanol (24:1). Se mezcla la muestra por
inversién durante 10 min hasta obtener una emulsién.
- Se centrifugan los tubos durante 30 min a 14000 rpm, a TA.
- Se trasvasa la fase acuosa a un nuevo tubo de 1,5 ml.
- Se precipita el ADN, agregando rapidamente 600 pl de isopropanol frio (-20°C) y se mezcla
suavemente por inversion.
- Se realiza un spin de centrifuga para precipitar la medusa de ADN.
- Se descarta el sobrenadante y se le hacen tres lavados: - sc |, 500 pl, 20 min.
-scll, 500 pl, 10 min.
- ETOH 70 %, 500 pl, frio.
- Se deja secar el precipitado en flujo laminar.
- Por ultimo, se resuspende el precipitado en 50 pul de agua, calidad HPLC.

sc I= ETOH 76% + NH,AcO 10 mM. Para preparar 500 ml, 380 ml ETOH 100% + 5 ml NH,AcO 1M + 115 ml
de H,0 destilada.
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sc lI= ETOH 76% + NaAcO 0,2 M. Para preparar 500 ml, 380 ml ETOH 100% + 40 ml NaAcO 2,5M + 80 ml
de H,0 destilada.

Cuantificaciéon de ADN

La concentracién y la calidad del ADN se determind por electroforesis en gel de agarosa y por
espectrofotometria utilizando un equipo Nanodrop 10000.

- Los geles de agarosa tienen una concentracion de 0,8 % p/v en Buffer TBE 0,5 %. Se les
adiciona bromuro de etidio en una concentracidn de 1 pg/ml de gel. El ADN se visualiza en un
transiluminador UV.

- El equipo Nanodrop®© (NanoDrop Technologies, EUA), permite hacer la medicion sobre 1 pl
de muestra. Se mide la absorbancia de cada muestra a 230 nm (A,3;), 260 nm (A,s) ¥ 280 nm
(Asg0). Los parametros de calidad de ADN son las medidas 260/280 y 260/230, mostrando una
calidad éptima en valores cercanos a 2 para ambos pardmetros.

Amplificacion por PCR de una regidn ribosomal, subunidad 18S

La sonda se generd a partir de una PCR especifica de una regidn conservada del gen 18S ADNr
de aproximadamente 1750 pb utilizando como cebadores, los oligonucledtidos disponibles en
la bibliografia (185-Gal forward 5- CGATACCGCGAATGGCTCAATA -3 y 18S-Gal reverse (5-
ACAAAGGGCAGGGACGTAATCAAC -3; Fukova et al., 2005) y como ADN molde, 1 ul de ADN
gendmico total de A. fraterculus sp. 1. Para la amplificacién se utilizdé un termociclador
Multigene (Labnet, EEUU), siguiendo las condiciones de rutina del laboratorio de INTA Castelar

que se describen a continuacion:

Componente Concentracion Inicial Concentracion Final
Buffer de reaccion 20X 1X

MgCl, 25 mM 1,5 mM
dNTPs 2mM 0,25 mM c/u

Oligo Forward 10 uMm 0,5 uM

Oligo Reverse 10 uMm 0,5 uM

Taq (Inbio Highway) 500 U 0,8U
H,O0 ultra pura, Invitrogen hasta completar 20 pl
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Se utilizd el siguiente ciclo de amplificacién (Fukova et al., 2011)

Programa: 94°C 3 min
94°C 1 min
50°C 1 min 35 ciclos
72°C 1 min
72°C 5 min

El producto de amplificacién de la reacciéon de PCR fue visualizado mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1,5 % con buffer TBE 0,5 X y tefiido con bromuro de etidio. Para confirmar la
identidad del producto de amplificacidn obtenido se purificé el fragmento de PCR mediante el
método de precipitacion por sales (Sambrook y Russell, 2001). Posteriormente, se midid la
concentracién y calidad del fragmento de PCR purificado en Nanodrop 1000© vy se realizaron
las diluciones necesarias para llegar a la concentracidn requerida para secuenciacion por el
método de Sanger en el Servicio de Secuenciacidon de la Unidad de Gendmica (IB, INTA,
IABIMO-CONICET). Se obtuvieron las secuencias de nucleétidos utilizando los oligonucledtidos
forward y reverse anteriormente empleados para la obtencién del producto de PCR. A
continuacién, se procesaron las secuencias obtenidas mediante Bioedit (Hall, 1999) y se
compararon contra la base de datos de nucledtidos del NCBI (National Center for
Biotechnology Information) mediante Blastn (Altschul et al., 1990).

Los resultados obtenidos confirmaron la identidad de la secuencia como perteneciente a A.
fraterculus mediante la comparacion de las secuencias obtenidas contra las bases de datos del

NCBI usando BLASTn (Figura 1y 2-Anexo).

Marcacion de la sonda (Steinberg et al., 2014; Fantini, 2015)

La marcacion de la sonda, se realizdé en forma directa por Nick translation (Rigby et al., 1977),
con una concentracién final (C¢) [20 ng/ul]; de ADN total para 50 pl de reaccién. Se utilizd
como ADN, el fragmento de PCR previamente purificado. NT Mix corresponde a un buffer
comercial Lexel LIVE y los fluorocromos utilizados, también son comerciales y corresponden a

Fluoresceina-12-dUTP y Rhodamine-5-dUPT.

ADN Volumen segun [ ]
NT Mix 4 ul
Fluorocromo 0,5 ul
H,0 Hasta completar V¢
Ve 25 ul
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Programa: 4°C 2 min

15°C 90 min
94°C 5 min
18°C 15 min

En la Figura 6, se muestra en forma esquematica el diseio de la sonda 18S.

18S galF
—

Regidn codificante 185

185 galR

Figura 6: Esquema de la sonda especifica del gen 18S de los genes ribosomales nucleares disefiada para A.
fraterculus sp. 1. Se indica en rojo el fluorocromo utilizado para la marcacién.

La confirmacién de la eficiencia de marcacién de la sonda 18S consistié en la realizacion del
experimento de FISH correspondiente.

MM1.3.3 FISH con sonda del gen ribosomal 18S de A. fraterculus sp. 1 (Sahara et al., 1999;
Nieves et al., 2005; Steinberg et al., 2014)

Las preparaciones de cromosomas mitéticos, se realizaron siguiendo el protocolo tradicional,
citado en la seccion MM1.1.2.

-Se envejecen 2 6 3 dias a 25°C antes de proceder a la hibridacion.

- Como sonda, se utiliza la regiéon codificante del gen ribosomal 18S de A. fraterculus, marcada
con fluoresceina o rodamina.

- Luego del envejecimiento, los preparados se deshidratan en una serie de alcoholes (70 %, 90
% y 100 %), 2 min cada uno y se dejan secar al aire.

- Se enjuagan en 2xSSC a TA.

- Se desnaturalizan 5 min en formamida al 70 % en etanol, a 65°C y se vuelven a deshidratar
con la serie de alcoholes.

- Luego de esta segunda deshidratacion, se les coloca la sonda 18S (previamente
desnaturalizada 5 min a 70°C) y se los incuba ON a 37°C en camara humeda.

- Al dia siguiente, se los revela mediante un revelado rapido: 0,4xSSC/0,3% Tween, 70°C, 2 min
y 2xSSC/0,1 % Tween, TA, 2 min.

- Después del revelado, se tifien con DAPI y se montan con antifade (ThermoFisher Scientific)
para su observacion con microscopio de epifluorescencia Olympus BX40F.

En el caso de las preparaciones de cromosomas politénicos, que van a utilizarse para FISH:

- Las preparaciones satisfactorias que se obtuvieron mediante el protocolo detallado en

MM1.2.2, se colocan horizontalmente para que se aplanen, ON a -20 °C.
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- Al dia siguiente, se les retira el cubreobjetos por inmersién en nitrogeno liquido. Se
deshidratan en ETOH 100 % 10 min, se secan al aire y se mantienen a TA hasta ser usados para
el FISH (Drosopoulou et al., 2012).

- Se aplica el mismo protocolo de hibridacién con sonda 18S utilizado para cromosomas

mitdticos de la seccion anterior.
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R1: RESULTADOS

R1.1: ANALISIS EN CROMOSOMAS MITOTICOS

R1.1.1 El Cariotipo mitético de Anastrepha fraterculus sp.1

Caracterizacion numérica y morfoldgica-Citogenética cldsica

Se analizaron 100 preparados de cromosomas mitdticos correspondientes a 100 individuos
provenientes de la linea Af-IGEAF de A. fraterculus sp. 1 (MM1.1.1) (10 metafases por
individuo). Siguiendo el sistema establecido por Radu et al. (1975), el cariotipo de A.
fraterculus sp. 1, consiste en seis pares de cromosomas 2n=12, con un par de cromosomas
sexuales y cinco pares de autosomas (Figura 7). El par sexual X/Y, corresponde al par N2 1y los
autosomas fueron designados como par N2 2 a 6 en orden descendente de tamafio (Figura 7 A
y B). Las hembras son el sexo homogamético (XX) y los machos son el sexo heterogamético
(XY). Ambos cromosomas sexuales son altamente heterocromaticos y facilmente distinguibles.
El cromosoma X es submetacéntrico grande, con un indice centromérico (IC) = 0,268,
dependiendo de su grado de condensacion, es de tamafio similar a los cromosomas del par 2
(Tabla 2). El cromosoma Y es el elemento de menor tamafo del cariotipo y de morfologia
meta-submetacéntrica (IC= 0,400) (Tabla 2).

En todos los preparados analizados los autosomas mostraron ser acrocéntricos. Los pares 2y 3
se diferencian de manera clara por su longitud; los pares 4, 5 y 6 son practicamente del mismo
tamanfio y, segun el grado de compactacion que tenga su cromatina, son indistinguibles (Figura
7, Tabla 2).

En la Figura 7, se muestran los cariotipos de una hembra y un macho de A. fraterculus sp. 1

(Figura 7 Ay B).

e JUD u e

Figura 7: Cariotipo con tinciéon DAPI, de hembra y de macho de Anastrepha fraterculus sp. 1. A) Cariotipo de
hembra. B) Cariotipo de macho.
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En la Tabla 2, se muestran los IC de cada uno de los cromosomas del complemento mitdtico de
A. fraterculus sp. 1 y su morfologia. También figuran las variantes de cromosomas sexuales

encontradas que se describiran en la seccidn siguiente.

Tabla 2: indices centroméricos y morfologia de los cromosomas de A. fraterculus sp. 1. También figuran en la tabla,
las variantes cromosdémicas minoritarias X, e Y. sm= submetacéntrico, m= metacéntrico, a= acrocéntrico.

Cromosoma [o Morfologia
X, 0,268 sm
X, 0,273 sm
Ys 0,400 m
Ye 0,402 m
2 0,060 a
3 0,071 a
4 0,070 a
5 0,072 a
6 0,076 a

Variantes cromosdmicas encontradas

Producto del mismo andlisis de los 100 individuos provenientes de la linea Af-IGEAF de A.
fraterculus sp. 1, se identificaron ademds de los cromosomas sexuales X, e Ys, las variantes X, e
Ye. El cromosoma X,, es de gran tamaino (aproximadamente un 20 % mas largo que el
cromosoma X;), de morfologia submetacéntrica con un satélite distal. La variante Y es
submetacéntrico de tamafio mediano (aproximadamente 20 % mas corto que X3).

En la figura 8, se muestran los cariotipos de hembra y de macho, portadores de las variantes

cromosdémicas halladas en este trabajo de Tesis Doctoral.

Figura 8: Cariotipo con tincion DAPI, de hembra y de macho de Anastrepha fraterculus sp. 1. portadores de las
variantes cromosomicas X, e Y. A) Cariotipo de hembra con X,. B) Cariotipo de macho con Y.
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Distribucidn y caracterizacion de la heterocromatina

Mediante la técnica de bandas C (MM1.1.3) de preparados mitoticos de A. fraterculus sp. 1, se
identificaron bloques de heterocromatina en los cromosomas sexuales. Por el contrario,
ninguno de los autosomas mostré regiones heterocromaticas evidenciables con esta técnica.

El cromosoma X; presenta dos bloques heterocromaticos en los extremos del cromosoma,
siendo el distal mds grande que el proximal (Figura 9 A-D). Su variante X, (Figura 9 B), presenta
el mismo patrén de bandas C que el X; y, adicionalmente, muestra un bloque de
heterocromatina ocupando todo el satélite distal. Por ultimo, el Y5, presenta dos bloques de
heterocromatina; uno en el extremo proximal, ocupando casi por completo el brazo corto y
otro que se encuentra en el brazo largo, de localizacién intersticial (Figura 9 Cy D). En la Figura
9 D, donde el cromosoma Ys, se encuentra mas descondensado, se logra observar claramente

la posicidn del bloque del brazo largo.

10 um

Figura 9: Bandas C en A. fraterculus. A) Hembra X;X;, B) hembra X;X,, C) y D) macho X;Ys.

El analisis de la composicidn de la heterocromatina de A. fraterculus sp. 1 a través de la técnica
de bandas DAPI/CMA; (MM1.1.3) se ilustra en la Figura 10. La heterocromatina del cromosoma
X; es rica en pares de base A-T, ya que sdlo se pone en evidencia con la tincion con DAPI
(Figura 10 A-C). Su variante X,, muestra el mismo patrén; todos sus bloques de
heterocromatina estdn enriquecidos en secuencias repetitivas A-T (Figura 10 D-E). El

cromosoma que mostrd un patrén diferente fue el Y5 (Figura 10 G-1), cuya heterocromatina

40



Maria Cecilia Giardini Capitulo 1: Resultados

posee secuencias repetitivas, ricas tanto en A-T (DAPI positivo, Figura 10 G), como en G-C
(CMA; positivo, Figura 10 H).

Para completar el estudio de la heterocromatina de A. fraterculus sp. 1, en la Tabla 3, se
muestra la medicién del porcentaje que ésta representa en cada uno de los cromosomas

sexuales.

DAPI CMAs FUSION

10 pm

Figura 10: Bandas DAPI/CMA; en A. fraterculus sp. 1. A, By C Hembra X;X;, D, Ey F hembra X;X, y G, H e | macho
X1Ys. A, Dy G corresponden a la tincidon con DAPI. B, E y H corresponden a la tincion con CMA;. C, F e | corresponden
a la fusion de las imagenes tomadas con los filtros para DAPI y para CMA;. Los asteriscos (*) se utilizaron para
marcar las sefiales positivas de DAPI y/o CMA;.

Tabla 3: Porcentaje de heterocromatina en los cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1.

Cromosoma sexual % Heterocromatina

X; 35
X; 40
Ys 77
Ye 80
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El cromosoma Y, solo fue estudiado mediante tincion con el fluorocromo DAPI (Figura 11), ya
gue ninguna de las preparaciones analizadas por bandas C o bandas DAPI/CMA; presentd esta
variante cromosOmica. Este cromosoma presenta dos bloques DAPI positivos, uno ocupando
casi todo el brazo corto y otro en posicidn intersticial en el brazo largo. Considerando que en
las otras variantes de cromosomas sexuales la heterocromatina revelada por bandas C
coincidid con las regiones DAPI positivas, es posible proponer que las regiones detectadas por
la tincién con DAPI en Y son regiones de heterocromatina ricas en A-T; aunque es necesario

profundizar su estudio, aplicando la técnica DAPI/CMA; en nuevas preparaciones.

10 um

Figura 11: Bandas DAPI en distintas metafases de machos X,Yg de A. fraterculus.

R1.2: ANALISIS EN CROMOSOMAS POLITENICOS

R1.2.1 El Complemento politénico de Anastrepha fraterculus sp.1

A partir del analisis de 200 preparados, se confecciond el mapa detallado de los cromosomas
politénicos de A. fraterculus sp. 1.

El complemento politénico de A. fraterculus sp. 1 consiste en cinco elementos bandeados que,
corresponden a los cinco autosomas. Los cromosomas sexuales no politenizan y su presencia
queda evidenciada por una red granular heterocromatica (Figura 12 A y B). Ademas, no se

observa la formacidon de cromocentro.

Figura 12: En Ay B se muestran dos ntcleos politénicos diferentes con la red granular heterocromatica (hn) que
representa los cromosomas sexuales con baja replicacidn (no politenizados), indicada con las flechas blancas y los
circulos. En ambas figuras se indican los cromosomas politénicos con numeros romanos. C= centrémero.
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Cromosoma Il

El cromosoma Il es el elemento mas largo del complemento y se identifica facilmente debido a
sus dos caracteristicos extremos: el telomero de la secciéon 1 y el centrdmero en la regidn
proximal 22. El teldmero suele participar de apareamientos ectdpicos con otros teldmeros. El
centromero, a menudo, posee hilos heterocromaticos o participa en la formacion de un
cromocentro parcial (Figura 13).

En general, este cromosoma dispone de regiones con un patrén de bandas claras que ayudan a
su identificacidn. También posee marcas caracteristicas como la constriccion que delimita las
regiones 1y 2, los puff de las secciones 4, 7 y 17, y una serie de bandas oscuras en los sectores

9-11y 13-15.

Figura 13: Mapa fotografico del cromosoma Il del complemento politénico de A. fraterculus (secciones 1 a 22). C
indica el centrémero.

Cromosoma Il

El cromosoma Il posee un patrén de escaso bandeo y se identifican puntos débiles (o
afinamientos) a lo largo de casi toda su extension, especialmente en las secciones 25 y 34. Su
teldmero de la zona 23, a menudo estd involucrado en apareamientos ectdpicos y, junto con la
region 24, son marcadores que hacen facilmente identificable a este cromosoma. La porcién
35-44, tiene un patrén de bandas un poco mas definido y la seccién final 44 posee una masa
heterocromatica especifica que representa a la regidon centromérica del cromosoma (Figura

14).

i

Figura 14: Mapa fotografico del cromosoma Il del complemento politénico de A. fraterculus (secciones 23 a 44). C
indica el centrémero.
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Cromosoma IV

El elemento politénico mas distintivo de la especie es el cromosoma |V, con un patrén de
bandas caracteristico que comienza en el extremo de la secciéon 45 y se extiende hasta la
seccion 55 (Figura 15). El drea mas caracteristica estd comprendida entre las regiones 50y 51 e
incluye dos puffs y una serie de bandas entre ellos. Su teldmero participa usualmente de
apareamientos ectépicos con otros cromosomas del complemento. La regién centromérica
(seccidn 64), es muy dificil de identificar. Del mismo modo, existen dificultades para identificar

las secciones 56-64 (Figura 15).

Figura 15: Mapa fotografico del cromosoma IV del complemento politénico de A. fraterculus (secciones 45 a 64). C
indica el centrémero.

Cromosoma V

El cromosoma V, tiene un teldmero con un patrén de bandas singular que lo hace facilmente
identificable (seccion 65) (Figura 16), al igual que la regién cercana al centromero, seccién 84.
Posee algunas bandas difusas y afinamientos y suele estar conectado con otras regiones
centroméricas o participar de un cromocentro parcial. Marcas tipicas de este cromosoma son
las secciones 66-69, 75 que posee un prominente puff seguido de tres bandas y de dos puffs en
las secciones 82 y 83.

En la Figura 16, se muestra el cromosoma V completo y también una porcidn alternativa
(region 81-84) que corresponde a un patrén diferente de bandas, observado reiteradas veces
en algunos preparados analizados. A pesar de que tales variaciones pueden, o no, presentarse
a menudo, el hecho de que se halle cerca del caracteristico centromero de este cromosoma,

permite identificar inequivocamente a este elemento politénico.
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65 66 67 | 68 | 69 70 4l 72 73 74

Figura 16: Mapa fotografico del cromosoma V del complemento politénico de A. fraterculus (secciones 65 a 84). El
asterisco indica una apariencia alternativa de la region cromosémica 81-84, debido a diferencias en el patrén de
puff. Cindica el centrémero.

Cromosoma VI

Es el mas pequefio del complemento y el mas dificil de trabajar debido a la fragilidad
ocasionada por los numerosos puntos débiles que presenta; que hacen que se rompa con
frecuencia. Posee ademds un patrén con bajo nimero de bandas y abundantes constricciones.
Sin embargo, tiene varias caracteristicas que pueden usarse para identificarlo: su telémero en

la seccién 85 y los puffs de las zonas 86, 89, 91 y 92 (Figura 17).

Figura 17: Mapa fotogréfico del cromosoma VI del complemento politénico de A. fraterculus (secciones 85 a 100). C
indica el centrémero.

En la Figura 18, se muestra el mapa completo de cromosomas politénicos, donde se puede

observar la diferencia de longitud entre los cromosomas.
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Figura 18: Mapa completo de cromosomas politénicos de las glandulas salivales de A. fraterculus sp. 1.
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R1.3: FISH EN CROMOSOMAS MITOTICOS Y POLITENICOS

R1.3.1 Caracterizacion de los cromosomas de A. fraterculus sp. 1 mediante FISH

Obtencion de la sonda 18S

Se obtuvo el ADN gendmico de cinco insectos adultos de cada sexo (Figura 19). En la Tabla 4 se
detallan las mediciones de Nanodrop 1000©. Las muestras de ADN fueron de mediana calidad
(dado que el parametro 260/230 mostré valores bajos), sin embargo, estos valores de calidad
fueron suficientes para los ensayos planificados. Los controles utilizados (M. y H.),
corresponden a extracciones de ADN previas que mostraron buenos valores de los parametros

de calidad y cantidad.

Figura 19: Calidad de material genético obtenido. Electroforesis en gel de agarosa 0,8 % p/v, de muestras de
ADN gendmico total de adultos de A. fraterculus. Mk= Lambda DNA/Hindlll (Fermentas). Lineas 1-4: M=
Macho, H= Hembra, Mc= Macho control, Hc= Hembra control.

Tabla 4: Medicidn de calidad de las muestras de ADN obtenidas (Nanodrop 1000©). M= Macho, H= Hembra, Mc=
Macho control, Hc= Hembra control

Muestra [1ng/W 260/280 260/230

M 156,1 1,69 0,82

H 543,1 1,63 0,98
Mc 821,5 2,13 1,57
Hc 345 1,84 0,77

Dichas muestras de ADN de A. fraterculus sp. 1 se utilizaron como templado para la
amplificacion por PCR de una regidn conservada del gen ribosomal 18S. La corrida
electroforética del producto de PCR obtenido evidencid una Unica banda del tamafio esperado

(superior a 1000 pb) segtn se detalla en la seccion MM1.3.2 (Figura 20).
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Figura 20: Electroforesis en gel de agarosa 1,5 % p/v de productos de PCR especifica de 18S. Linea 1 marcador
de peso molecular 1kb Ladder (Invitrogen). Lineas 2 y 3 fragmento de 18S en dos muestras de A. fraterculus
sp. 1.

Localizacion de genes ribosomales en preparados de cromosomas mitdticos

Se realizaron experimentos de FISH en 50 preparados de cromosomas mitéticos siguiendo el
procedimiento detallado en MM1.3.3, con el cual se localizaron citoldgicamente los genes
ribosomales de A. fraterculus sp. 1. En el cromosoma X, los clusters de genes ribosomales
(sefial positiva para FISH) se hallaron en su extremo distal (Figura 21 B y C). En el cromosoma
Ys, las dos sefiales positivas encontradas, coinciden con las sefiales positivas de DAPI/CMA;
(Figura 21 E y F). En el cromosoma X,, los genes ribosomales se encontraron en el extremo

distal, incluyendo su satélite (Figura21 He l).
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DAPI Sonda Fusion

X1

:

10 um

Figura 21: FISH con sonda 18S en metafases mitéticas de A. fraterculus sp. 1. A, By C: hembra X;X; (DAPI, Sonda y
Fusidn, respectivamente); D, E y F: macho X;Ys (DAPI, Sonda y Fusion, respectivamente); G, H e I: hembra X;X, (DAPI,
Sonda y Fusidn, respectivamente).

Localizacion de genes ribosomales en preparados de cromosomas politénicos

Se empled la sonda utilizada anteriormente en cromosomas mitdticos, para estudiar la
localizacién de los genes ribosomales en preparaciones de cromosomas politénicos mediante
FISH (Figura 22). En los 10 preparados estudiados, se observd una seial positiva en una region
de morfologia granular, no condensada, que se corresponde con los cromosomas sexuales no

politenizados (Figura 22 Cy F).
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DAPI Sonda Fusion

A C

Figura 22: FISH con sonda 18S en cromosomas politénicos de A. fraterculus sp. 1. A) Hembra DAPI, B) hembra Sonda

C) hembra Fusién, D) macho DAPI, E) macho Sonda y F) macho Fusién. Fusion= imagenes tomadas con los filtros
para DAPI y para fluoresceina superpuestas, Giardini et al., 2015.
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D1: DISCUSION

Considerando que la citogenética ha desempefiado un papel esencial en los estudios
taxondmicos integrados que pretenden aclarar las relaciones entre especies estrechamente
relacionadas y/o fendmenos de especiacion incipientes (Drosopoulou et al., 2017; Potter et al.,
2017; Zacharopoulou et al.,, 2017), este trabajo de Tesis aborda un estudio citogenético
detallado de A. fraterculus sp. 1, Unica entidad bioldgica o morfotipo del complejo de especies
A. fraterculus registrado hasta el momento en Argentina y dentro del cual se han reconocido
polimorfismos cromosdémicos.

El término “especie criptica” se utiliza ahora como sindnimo de lo que Mayr en el afio 1942
definié como especies hermanas o, sibling species (Mayr, 1942; Singh, 2016). Tales especies se
definen como formas simpatricas que son morfolégicamente muy similares o indistinguibles,
pero que poseen caracteristicas bioldgicas especificas, y se encuentran aisladas
reproductivamente (Mayr, 1942). Las especies cripticas son muy comunes dentro de los
insectos y se encuentran muy bien estudiadas, particularmente aquellas consideradas
importantes genéticamente como Drosophila, médicamente como los mosquitos Anopheles e
importantes en términos citoldgicos como Sciara y Chironomus (Mayr, 1963, 1970; Singh,
2016). Si bien A. fraterculus sp. 1 se enmarca dentro de la problematica que representa la
identificaciéon de entidades bioldgicas en el complejo de especies cripticas A. fraterculus, los
resultados obtenidos contribuyen con conocimientos sobre aspectos citogenéticos de un
miembro de este grupo taxondmico, evidenciando un Unico representante de esta plaga en
nuestro pais hallado hasta la actualidad y altamente polimérfico. Estos resultados estdn
disponibles para ampliar el conocimiento intra-morfotipo en el caso de otros miembros del

complejo A. fraterculus.

D1.1 El Cariotipo mitético de Anastrepha fraterculus sp. 1

El andlisis cariotipico de una especie, comienza con el recuento de los cromosomas que portan
los individuos a analizar, la identificacion de sus cromosomas sexuales (si es posible
diferenciarlos) y el estudio de la morfologia de cada uno; segun la posicidon de su centrémero
(Sumner et al., 1971; Radu et al., 1975). El cariotipo de A. fraterculus sp. 1, se compone de
cinco pares de cromosomas autosémicos y un par de cromosomas sexuales. Las hembras de
esta especie portan dos cromosomas X y los machos son heterogaméticos, XY (Figura 7).
Solamente los cromosomas sexuales presentan heterocromatina, formando importantes
blogues (Figura 9). El estudio de la heterocromatina de un organismo, es un aspecto relevante
especialmente cuando se analizan especies dentro de complejos de especies (Allshire y

Madhani, 2018; Liu et al., 2020). Un ejemplo lo constituye la publicacion realizada en el 2006
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por Clara Goday y colaboradores, que aborda el problema taxonémico presente dentro del
complejo A. fraterculus (Goday et al., 2006). Mediante la técnica de bandas C y bandas
DAPI/CMA;, analizaron la heterocromatina de individuos pertenecientes alasp. 1, sp. 2, sp. 3y
sp. 4 (o morfotipo peruano), del complejo A. fraterculus. Especificamente para las sp. 1y la sp.
3, los cromosomas X poseen la misma distribucion de heterocromatina (bandas C), con la
misma composicion (DAPI positivo y CMA; negativo). A su vez, los cromosomas Y de las
mismas especies, poseen idéntico patron de bandas C y bandas DAPI, pero mostraron un
patrén de bandas CMA; diferente. Es decir que, si se hubiese utilizado solamente la tincidn de
bandas C para su estudio, no se hubiesen podido diferenciar citolégicamente. Este ejemplo es
clave, en el caso del complejo A. fraterculus y, mas aun para nuestro pais, donde el Unico
morfotipo que se encontrd hasta el presente, tanto en las poblaciones silvestres como en las
de laboratorio, es A. fraterculus sp. 1.

Debe destacarse que, si bien los cariotipos de las ocho entidades bioldgicas o morfotipos,
previamente identificadas en el complejo A. fraterculus, presentan el mismo nimero total de
cromosomas, se diferencian principalmente por el tamafio y el patréon de bandas en los
cromosomas sexuales (Hernandez-Ortiz et al., 2004; Goday et al., 2006; Hernandez-Ortiz et al.,
2012). Asimismo, el cariotipo mitdtico de A. fraterculus presentado en esta Tesis Doctoral, se
encuentra en total concordancia con el detallado por Goday y colaboradores para la sp. 1,
como asi también con estudios previos realizados en las poblaciones argentinas (Goday et al.,
2006; Selivon et al., 2005, 2007; Caceres et al.,, 2009; Hernandez-Ortiz et al., 2012).
Adicionalmente en este trabajo, se estudio el porcentaje que los bloques de heterocromatina
representan dentro del cariotipo en estudio (Tabla 3).

Ademas, se estudiaron nuevamente y con mas detalle, las variantes de cromosomas sexuales
qgue se habian descrito en los primeros trabajos realizados en A. fraterculus (Lifschitz et al.,
1999; Manso y Basso, 1999; Basso et al., 2003), denominadas como X, e Yg, y se realizaron los
cariotipos de los individuos que portaban dichas variantes (Figura 8). Estos cariomorfos fueron
caracterizados en los primeros trabajos relacionados con la citologia de A. fraterculus de
Argentina (Basso y Manso, 1998; Lifschitz et al., 1999; Basso, 2003), en conjunto con otras
variantes cromosdémicas, que no fueron observadas durante la realizacién de esta Tesis.

Hasta el momento, no se han informado variaciones cromosdmicas intra-morfotipo en ningun
otro integrante del complejo de especies al que pertenece A. fraterculus sp. 1. En general, el
tamafio de los cromosomas sexuales es variable entre las especies tefritidas (Sharakhov et al.,

2014).
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D1.2 El complemento politénico de Anastrepha fraterculus sp. 1

En las especies del orden Diptera, el analisis citogenético se ha visto facilitado en gran medida
por la existencia de los cromosomas politénicos. Como parte de la profundizacién en el
conocimiento citogenético de A. fraterculus sp. 1, ademas de los cromosomas mitdticos, se
exploraron los cromosomas politénicos de sus glandulas salivales.

En este trabajo de Tesis, los nucleos de las células de las glandulas salivales de A. fraterculus
sp. 1, mostraron cinco cromosomas politénicos bandeados, que representan a los cinco pares
de autosomas acrocéntricos encontrados en el cariotipo mitdtico (Figura 13-18). Este resultado
se encuentra en concordancia con los resultados de A. ludens (Garcia-Martinez et al., 2009), la
especie filogenéticamente mas cercana a A. fraterculus analizada hasta ahora. Al igual que en
los complementos politénicos de las especies integrantes de la familia Tephritidae analizadas
hasta el momento, los cromosomas sexuales no forman elementos politénicos, probablemente
debido a su replicacién insuficiente (revisado en Mavragani-Tsipidou et al., 2014). Los
cromosomas sexuales en el nucleo politénico estdn representados por una red de
heterocromatina granular (Figura 12 Ay B).

Otra caracteristica comun en los tefritidos es la ausencia de un cromocentro tipico donde
todos los cromosomas se encuentran conectados a través de sus centrémeros. Esto también se
observé en A. fraterculus sp. 1 donde las regiones centroméricas se identificaron con dificultad
debido a sus cromosomas acrocéntricos. Ademas, los teldmeros mostraron un apareamiento
ectdpico, fendmeno también observado en varias especies tefritidas (Mavragani-Tsipidou et
al., 1992; Zhao et al., 1998; Garcia-Martinez et al., 2009; Zacharopoulou et al., 2011a; 2011b).
Esto esta probablemente relacionado con la estructura y la organizacion molecular de las
partes distales de los cromosomas en estas especies.

La disponibilidad de configuraciones de cromosomas tan diversas en las especies que se
encuentran dentro del complejo A. fraterculus, denota aln mas la importancia del estudio de
los cromosomas politénicos que ayudaria a dilucidar las relaciones filogenéticas existentes

entre ellas.

D1.3 Caracterizacién de los cromosomas mitéticos y politénicos de Anastrepha

fraterculus sp. 1 mediante FISH

Cromosomas mitdticos y genes ribosomales

En los primeros estudios de hibridacion in situ fluorescente en A. fraterculus, realizados por
Basso y Manso en 1998 utilizando una sonda heterdloga de Drosophila hydei, se evidenciaron
dos sefales positivas y terminales en el cromosoma mitético X;. Mdas tarde Goday y

colaboradores en el afo 2006, realizaron estudios comparativos en miembros del complejo A.
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fraterculus utilizando una sonda de Drosophila melanogaster, y encontraron en A. fraterculus
sp. 1 una senal positiva de ADNr que co-localizaba con una banda DAPI-positiva en una
posicion distal del cromosoma X y una segunda sefial en las regiones positivas para DAPI/CMA;
del cromosoma Y. Afios mas tarde en nuestro laboratorio, Giardini y colaboradores en los afios
2009 y 2015, llevaron a cabo los mismos estudios de ADNr pero utilizando una sonda
especifica disefiada a partir de una regién de ADNr 18S de A. fraterculus sp. 1 (Figura 21y
MM1.3.2), obteniéndose los mismos resultados que los obtenidos con la sonda de D.
melanogaster (Goday et al., 2006). Es decir, que los clusters de genes ribosomales en A.
fraterculus sp. 1 de Argentina, se encontraron en el extremo distal del cromosoma X;, co-
localizando con heterocromatina rica en A-T y en el cromosoma Ys, co-localizando con la
heterocromatina rica tanto en A-T, como en G-C (Figura 21). El mismo resultado se encontré
en la variante X,, estudiada en este trabajo de Tesis.

Si bien el patron observado en el cromosoma Y5 se encuentra en concordancia parcial con los
observado en otros taxones de insectos, donde los bloques de heterocromatina asociados con
los organizadores nucleolares presentaron heterocromatina rica en G-C, los patrones
observados en los cromosomas X; y X,, observados en esta Tesis, se contraponen con las
referencias de otros taxones (Kuznetsova et al., 2001; 2003; Brito et al., 2003; Golub et al.,
2004; Groseva et al., 2004; Nechayeva et al., 2004; Gokhman y Kuznetsova, 2006). Al igual que
lo observado en peces y anfibios, posiblemente en los insectos exista una relacién entre las
regiones heterocromaticas CMAz;+ y el ADNr de los cromosomas que portan regiones
organizadoras nucleolares (NOR) activas, y la edad evolutiva (Schmid, 1980; Schmid y
Guttenbach, 1988; Souza et al.,, 2001). En dichos casos las regiones NOR, ricas en G-C, se
relacionan con condiciones ancestrales en términos evolutivos. Con respecto a A. fraterculus
sp. 1, serd necesario un analisis molecular mas profundo y, que incluya a los demas miembros

del complejo de especies, para poder relacionar entre la estructura y la evolucién del ADNr.

Cromosomas politénicos y genes ribosomales

Dentro de la familia Tephritidae, a la cual pertenecen tanto A. fraterculus sp. 1 como la mosca
del olivo, Bactrocera oleae, los cromosomas sexuales no se condensan formando elementos
politenizados, sino que permanecen como estructuras esponjosas (Zacharopoulou, 1987;
Zambetaki et al., 1999; Garcia-Martinez et al., 2009; Giardini et al., 2009; Drosopoulou et al.,
2012; entre otros). Este mismo resultado lo obtuvieron Drosopoulou y colaboradores en el afio
2012, en su trabajo con sondas de cromosomas sexuales, producto de microdiseccion en B.
oleae (Drosopoulou et al., 2012). El presente trabajo de Tesis muestra resultados concordantes

con los antecedentes expuestos, evidenciados por el analisis de preparados de los
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cromosomas de las glandulas salivales de A. fraterculus sp. 1 mediante FISH con la sonda
homoéloga de 18 ADNr. Los resultados de deteccidon positiva con esta sonda, confirman la
presencia de los cromosomas sexuales no politenizados (Figura 22).

Los resultados de los estudios de ambos tipos de cromosomas (mitéticos y politénicos)
obtenidos en esta Tesis confirman que el ADN ribosomal reside en las regiones
heterocromdticas de los cromosomas sexuales, tendencia que habia sido observada
previamente en otras especies de insectos (Mandrioli et al., 2011; Drosopoulou et al., 2012;
Giardini et al., 2012, 2015; Gaspar et al., 2014). Asimismo, nos permiten confirmar la hipdtesis
planteada para este objetivo, y continuar con la caracterizacién de la variabilidad genética que

registra este morfotipo en nuestro pais.
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CAPITULO 2: Frecuencia y distribucién geografica de las variantes de cromosomas
sexuales identificadas en Argentina. Caracterizacidon molecular del cromosoma Y

de A. fraterculus sp. 1.

12: INTRODUCCION

12.1 Estudios citoldgicos-poblacionales en insectos

Los factores genéticos y los ecoldgicos pueden promover la diferenciacion o la cohesion de las
poblaciones de moscas de los frutos de la familia Tephritidae. La comprensién de estos
fendmenos se ha vuelto cada vez mas importante para mejorar las estrategias de control en
areas especificas (Wang et al., 2017; Dias et al., 2018; Ruiz-Montoya et al., 2020; Zhou et al.,
2020). En el caso de la mosca mexicana de la fruta, Anastrepha ludens (Diptera: Tephritidae),
se cree que el intercambio genético entre poblaciones puede estar asociado con el fruto
hospedero e incluso, puede disminuir si existe seleccidon o preferencia por algin hospedero en
particular (Ruiz-Montoya y Nufiez-Farfan, 2013; Ruiz-Montoya et al., 2020). Algunos estudios
realizados con el fin de explorar la estructura de las poblaciones mexicanas de A. ludens,
concluyeron que, mas alld de haber observado un alto grado de variacién genética y una
estructura poblacional que era consistente con la presencia de subpoblaciones, dichas
subpoblaciones no parecian ser una consecuencia directa de las especies de hospederos
utilizados ni de su origen geografico Unicamente. Las desviaciones significativas de las
frecuencias genotipicas esperadas, sugieren que también la seleccién sexual, debida a un
posible apareamiento no aleatorio, estaria actuando sobre estas poblaciones. Dicha seleccidn,
junto con la presencia de cierta heterogeneidad en los ambientes, causada tanto por factores
geograficos como por la disponibilidad de plantas hospederas, ha influido en la evolucién de
las poblaciones de A. ludens en esta region de México (Aluja et al., 2009; Molina-Nery et al.,
2014; Ruiz-Arce et al., 2015). El mismo fendmeno se ha observado en otras especies de
Anastrepha, como A. fraterculus (Vera et al., 2006) y A. suspensa (Boykin et al., 2010).
Especificamente, en A. fraterculus se ha descrito la presencia de un incipiente proceso de
especiacién promovido por factores como las diferencias ambientales, las preferencias por las
especies hospederas y su distribucion geografica (Morgante y Malavasi, 1985; Hernandez-Ortiz
et al., 2012; Rull et al., 2012; Orono et al.,, 2013; Cladera et al., 2014; Manni et al., 2015;
Gomez-Cendra et al., 2016; Rodriguez et al., 2019; Vilardi et al., 2021; Freilij et al., 2022).

En relacidn a estudios citogenético-poblacionales, existe informacién particionada sobre los
miembros del complejo de especies cripticas Anastrepha fraterculus sensu stricto. En particular

A. fraterculus sp. 1 es el Unico morfotipo en el que se han descrito polimorfismos intra-
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morfotipo hasta el momento (Basso y Manso, 1998; Basso, 2003; Basso et al., 2003). Ademas,
se han hallado dos variantes de cromosomas X y dos de cromosoma Y que fueron descritas y
analizadas en el capitulo 1 y, que coexisten en las poblaciones silvestres y de laboratorio de
Argentina (Giardini et al., 2015). Es necesario profundizar en el estudio de estos polimorfismos,
de manera de implementar estrategias de control efectivas contra la plaga (Cladera et al.,,

2014).

12.2 Reproduccion sexual, cromosomas sexuales y determinacidn del sexo.

La reproduccién sexual es un rasgo muy antiguo de la vida en la tierra. El sexo, la mezcla de
genomas mediante la fusién de gametas, es casi universal para la vida eucariota y abarca una
amplia gama de sistemas y mecanismos (Bell, 1982; Bachtrog et al., 2014). En la mayoria de los
organismos multicelulares, la reproduccién sexual ha llevado a la evolucién de gametas
femeninas y masculinas de diferente tamafo vy, frecuentemente a la evolucion de dos sexos
separados (Bachtrog et al., 2014). A pesar de que el resultado de la determinacién del sexo es
conservado, existe un gran nimero de mecanismos subyacentes que pueden desencadenar el
desarrollo de un macho o una hembra (Bull, 1983; Charlesworth, 1996; Bachtrog et al., 2014).
En insectos, es la reproduccidn sexual el mecanismo reproductivo mas comun y, en general, los
individuos son machos o hembras durante toda su vida (gonocorismo) (Normark, 2003;
Blackmon et al., 2017).

Los cromosomas sexuales han evolucionado de forma independiente repetidas veces a lo largo
de la historia de la vida, incluso en los insectos. Estos cromosomas derivan de autosomas
originalmente homélogos que adquirieron un gen maestro, determinante del sexo (Bull, 1983)
(Figura 23). Esto genera cromosomas sexuales con una funcién determinante del sexo, pero
con un contenido genético idéntico que permite la recombinacién en la mayor parte de sus
longitudes (cromosomas sexuales homomorficos) (Blackmon et al., 2017). La acumulacién de
mutaciones sexualmente antagdnicas (mutaciones que resultan ventajosas para un sexo, pero
desfavorables para el otro), cerca de la regién que determina el sexo, genera presiones
selectivas tendientes a reducir o eliminar la recombinacién entre los cromosomas sexuales en
proceso de diferenciacidn. Esto aseguraria que el alelo sexualmente antagdnico se transmita
preferentemente a través del sexo al que beneficia. Una restricciéon de la recombinacion
favorece la divergencia funcional y morfolégica de los cromosomas sexuales, dando lugar a
cromosomas sexuales heteromorficos (Bachtrog, 2013; Blackmon et al., 2017). El cromosoma
sexual presente en el sexo homomorfico (X en los sistemas heterogaméticos masculinos, Z en
los sistemas heterogaméticos femeninos) todavia puede recombinar en el sexo homogamético

y, tipicamente, mantiene la mayor parte de su contenido genético ancestral. Sin embargo, el
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cromosoma limitado por sexo (Y o W), estd completamente protegido de la recombinacién. La
falta de recombinacion disminuye la eficacia de la seleccién natural en el cromosoma Y/W, y
puede conducir a la acumulacién de mutaciones deletéreas en muchos, o en la mayoria, de sus
genes originales. Esta pérdida en la funcion genética, a menudo se asocia con una acumulacidn
simultanea de ADN repetitivo, produciendo una degeneracién completa del cromosoma Y/W
gue, en el caso extremo, podria perder todos los genes esenciales y desaparecer por completo
(Bachtrog, 2013; Blackmon et al., 2017). El resultado de esta desaparicién, conduce a la
evolucidn del sistema de determinacion del sexo XO o ZO (Bachtrog, 2013; Blackmon y

Demuth, 2014, 2015; Blackmon et al., 2017).
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Figura 23: Mecanismo de diferenciacion de los cromosomas sexuales a partir de autosomas. Extraido y modificado
de Blackmon et al., 2017.

12.3 Mecanismos de determinacidn del sexo en insectos

La determinacion cromosémica del sexo, es el mecanismo de determinacion sexual mas
frecuente entre los insectos. Se basa en diferencias morfoldgicas existentes entre los
cromosomas sexuales que componen el sistema y originan sexos homomorficos y
heteromérficos para dichos cromosomas sexuales (XX/XY o ZZ/ZW) (Charlesworth et al., 2005;
Blackmon et al., 2017).

Para el sistema XX/XY en general, es el sexo heterogamético el que porta los factores

determinantes masculinos en su cromosoma Y. Este sistema es el que describe la
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determinacidon sexual en las moscas tefritidas como Ceratitis, Bactrocera y Anastrepha y
moscas de la familia Muscidae (Musca), por ejemplo. En estas especies, la hembra representa
el sexo homomorfico (XX) y el macho, el sexo heteromarfico (XY) (Figura 24 A). Sin embargo,
existen insectos como los lepidépteros (mariposas y polillas), en los cuales el macho es el sexo
homomorfico (ZZ) y la hembra es heteromorfica (ZW) (Figura 24 B). En otros drdenes
taxondémicos las diferencias entre machos y hembras estan dadas por haplo/diploidia (Figura
24 C) y la ausencia de cromosomas sexuales. Por ejemplo, en Apis mellifera (Hymenoptera:
Apidae) la determinacion del sexo estd asignada por la condicién alélica
(homocigota/heterocigota) de un gen, denominado complementary sex determiner (csd); las
hembras son diploides y heterocigotas y los machos son hemi u homocigotas (Beye et al.,
2003; Sanchez, 2008).

Generalmente en los insectos, el sexo de un individuo se fija en el momento de la fertilizacion
y la constitucion cromosdmica del cigoto es una consecuencia directa de la composicién
cromosdmica de las gametas. Ejemplo de ello se observa en géneros del orden Diptera como
Drosophila, Ceratitis, Bactrocera, Anastrepha y Musca (Bull, 1983; Sanchez, 2008). Sin
embargo, en otras especies, la determinacion del sexo ocurre por el comportamiento
especializado de los cromosomas sexuales durante las primeras etapas del desarrollo
embrionario. La eliminacion diferencial de los cromosomas sexuales como mecanismo de
determinacidn del sexo se observa en Sciara (Diptera: Sciaridae), en la que todos los cigotos
comienzan con la constitucidon 3X; 2A; la pérdida de uno o dos cromosomas X paternos
determina si el cigoto se convierte en 2X; 2A (hembra) o X0; 2A (macho) (Figura 24 D). En los
coccidos (orden Hemiptera), la eliminacién diferencial o heterocromatizacién de todos los
cromosomas paternos da lugar a cigotos funcionales diploides o haploides, que se convierten
en hembras o machos, respectivamente (Sanchez, 2008).

Finalmente, otro ejemplo de mecanismos de determinacién sexual en insectos esta dado por
factores ambientales. La proporcion de sexos de algunas especies de Sciara depende de la

temperatura a la que se desarrollan los embriones (Sanchez, 2008).
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Figura 24: Mecanismos mas frecuentes de determinacion del sexo en insectos. A) Sistema: macho heterogamético.
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Los machos presentan cromosomas sexuales heteromaérficos (XY) y las hembras son homomarficas (XX). B) Sistema:
hembra heterogamética. Aqui, las hembras poseen cromosomas sexuales heteromaérficos (ZW), y los machos son
homomorficos (ZZ). C) Sistema: haplodiploidia; las hembras se desarrollan a partir de huevos diploides fertilizados
(nn) y los machos, a partir de huevos sin fertilizar y haploides (n). D) Sistema de Eliminacion del genoma paterno.
Los machos se desarrollan a partir de huevos fertilizados, pero eliminan el genoma paterno durante su desarrollo (y
se convierten en haploides funcionales). Los espermatozoides se muestran en azul y los 6vulos en rojo. M indica
meiosis y F indica fertilizacién. Extraido y modificado de Blackmon et al., 2017.

12.4 Los genes de la cascada de determinacidn sexual en insectos tefritidos

La determinacion del sexo es un complejo mecanismo molecular que incluye una cascada
primaria de genes que regula la expresion de otros genes asociados a los caracteres
fenotipicos secundarios del sexo, que incluyen aspectos morfoldgicos, anatémicos, fisioldgicos
y de comportamiento. La expresion de genes en cascada, se refiere a la accién de genes
ordenada en el tiempo, con la existencia de un factor iniciador que regula la expresién del gen
que esta por debajo en la cascada y que, a su vez, dicho gen regula la expresidn del siguiente
(Bopp et al., 2014) (Figura 25).

En insectos tefritidos, estudios pioneros demostraron que la determinacion del sexo,
particularmente en C. capitata, era diferente de lo hallado en D. melanogaster (Willhoeft y
Franz, 1996) (Figura 25 A-B). Zapater y Robinson, en 1986, predijeron la presencia de un factor
determinante masculino en el brazo largo del cromosoma Y en C. capitata, basandose en el
analisis de la descendencia aneuploide generada en una linea que portaba una translocacion Y-
2 (translocacién entre el cromosoma Y y uno de los cromosomas del par 2) (Zapater y
Robinson, 1986). En 1989, Lifschitz y Cladera encontraron hembras XXX y machos XXY en

poblaciones naturales de dicha especie y concluyeron que el cromosoma Y es el que determina
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la masculinidad (Lifschitz y Cladera, 1989). Posteriormente los resultados del estudio del mapa
de deleciones realizado por Willhoeft y Franz (1996), confirmaron que el brazo largo del
cromosoma Y de C. capitata, es suficiente para determinar la masculinidad,
independientemente de la presencia de dos cromosomas X. Recientemente, Meccariello y
colaboradores (2019) mediante estudios gendmico-funcionales e hibridacion in situ
describieron la naturaleza y funcién de un factor inicial en la cascada de determinacién del
sexo en la misma especie. Los autores describieron una pequefia proteina de expresion
temprana (4-8 hs luego de la fertilizacidén), necesaria y suficiente para la determinacion de la
masculinidad. La mencionada proteina fue localizada mediante hibridacidn in situ fluorescente
(FISH) en el brazo largo del cromosoma Y, en una regién cercana al centromero (Meccariello et
al., 2019).

Una vez iniciada la cascada primaria de determinacidn sexual, el orden de genes es similar al
observado en Drosophila, aunque en los tefritidos, el lugar del gen sx/ es ocupado por el gen

transformer (tra) (Ruiz et al., 2007) (Figura 25 A-B).

A Familia Drosophilidae B Familia Tephritidae
Drosophila Ceratitis, Bactrocera, Anastrepha
XX; AA X(Y); AA XX XY; factor M
l
& sxiIf SxIM Trags, Tra .,
l l
TraF  Tra-2 TraM Tra-2 TraF o= +— Tra-2 TraF 5 +— Tra-2
N 7
Dsx DsxM Dsx" Dsx"
| l | i
hembra macho hembra macho

Figura 25: Esquema de la cascada de determinacidn del sexo en las familias Drosophilidae (A) y Tephritidae (B).
Esquema extraido y modificado de Sanchez, 2008.

Como en Drosophila, el gen tra también controla el splicing especifico de sexo del transcripto
primario de dsx (Pane et al., 2002; Lagos et al., 2007; Salvemini et al., 2009). El gen dsx se ha
caracterizado en los tefritidos Bactrocera tryoni (Shearman y Frommer, 1998), B. oleae (Lagos
et al., 2005), B. dorsalis (Chen et al., 2008), C. capitata (Saccone et al., 2008), y en Anastrepha

(Ruiz et al., 2005; Ruiz et al., 2007). La organizacion molecular del ORF (Open Reading Frame =
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marco abierto de lectura) de dsx varia entre estos insectos, pero en todos los casos, codifica
para proteinas Dsx especificas de machos y hembras que comparten la regién N-terminal pero

que difieren en sus regiones C-terminales (Ruiz y Sdnchez, 2010).

12.5 Estrategias para el estudio de la organizacién genética de los cromosomas

Se han descrito diversas estrategias para abordar el estudio de la composicidon de genes de los
cromosomas sexuales, incluyendo técnicas citogenéticas, genéticas y gendmicas (Wright et al.,,
2016). La microdiseccidn de regiones cromosémicas o cromosomas completos, es una técnica
citoldgica inicialmente desarrollada para el estudio de cromosomas politénicos de Drosophila,
como una forma de obtener marcadores de ADN de regiones especificas. Luego, esta técnica
se aplicd también a genomas de plantas y mamiferos (Fan, 2002). El desarrollo de los
procedimientos de FISH y el establecimiento de la DOP-PCR (Telenius et al., 1992) permitié que
las secuencias de ADN obtenidas por microdiseccidon pudieran ser utilizadas como sondas en
procedimientos de FISH (a veces denominados micro-FISH). Esta técnica se ha aplicado
inicialmente en varios estudios en peces y ha sido particularmente Uutil en estudios centrados
en los cromosomas sexuales en otros organismos, incluyendo a los insectos (Reed et al., 1995;
Harvey et al.,, 2002; Liu et al., 2002). Ademds de la generacién de sondas para FISH, la
microdiseccion proporciona ADN purificado de regiones cromosdémicas que puede ser utilizado
en investigaciones gendmicas que incluyan mapas de ligamiento genético y la generacién de
bibliotecas de secuencias especificas expresadas en los cromosomas (Zhou y Hu, 2007; Kang et
al., 2017).

Dentro de las estrategias genéticas, la utilizacion de la técnica de AFLP (Amplified fragment
length polymorphism) permite explorar la presencia de variaciones a nivel del ADN (Vuylsteke
et al.,, 2007). Estos marcadores constituyen una herramienta de andlisis en especies poco
estudiadas a nivel gendmico, dado que combina la especificidad, resolucion y poder de
muestreo de la digestién con enzimas de restriccidon, con la velocidad y practicidad de la
deteccion de polimorfismos mediante PCR, sin necesidad de disponer de informacion previa
del genoma a estudiar (Botstein et al., 1980; Tanksley et al., 1989; Vos et al., 1995; Vuylsteke
et al.,, 2007; ArgenBio, 2017). Esta técnica es potencialmente atil para la busqueda de
polimorfismos o regiones no compartidas entre genomas de individuos de distintos sexos en

especies con cromosomas sexuales heteromaérficos (Peil et al., 2003; Felip et al., 2005).
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OBJETIVOS - Capitulo 2

2- Estudiar la frecuencia y distribucién geografica de las variantes de cromosomas sexuales de
A. fraterculus sp. 1 identificadas en Argentina. Aislar, y caracterizar a nivel de secuencia

nucleotidica, regiones cromosdmicas especificas de la variante mas frecuente de cromosoma Y

(Ys).

2.1: Generar una linea de laboratorio de A. fraterculus sp. 1 portadora de la variante Y,
cromosoma Y mas frecuente y de menor tamano caracterizado hasta el momento en la

especie.

2.2: Estudiar la frecuencia y distribucién geografica de las variantes de cromosomas sexuales
de A. fraterculus sp. 1 y analizar su estructura poblacional, considerando muestras silvestres y

de laboratorio de Argentina.

2.3: Microdisecar el cromosoma Y5 a partir de preparados de cromosomas mitdticos de A.
fraterculus sp. 1 de individuos provenientes de la linea generada en 2.1 para analizar su

composicion nucleotidica.

2.4: Analizar el polimorfismo molecular existente entre machos y hembras de A. fraterculus sp.
1, mediante la aplicacion de la técnica de marcadores moleculares AFLP. Confirmar la
especificidad de los fragmentos aislados de las reacciones de AFLP a través de su utilizacién en

preparaciones de cromosomas mitdticos mediante la técnica de FISH y secuenciacion.
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MM2: MATERIALES Y METODOS

MM2.1: Objetivo 2.1- Generacion y mantenimiento de la linea Af-Y chico

Para generar la linea Af-Y chico, portadora de machos que sdlo posean la variante Y5 en su
cariotipo, se utilizd un protocolo de purificacion a partir de cruzamientos dirigidos de
individuos pertenecientes a la linea Af-IGEAF (MM1.1.1). Brevemente, individuos adultos
recién emergidos de dicha linea de laboratorio fueron separados por sexo (sexados) para
asegurar su virginidad. Posteriormente se formaron 25 familias; cada una de ellas compuesta
por un macho y tres hembras de la misma fecha de emergencia. Una vez que los insectos
llegaron a su madurez sexual, se juntaron huevos dos veces por semana de cada una de las
familias, durante seis semanas para obtener la siguiente generacion (F1) correspondiente.

De las familias que dejaron descendencia, se tomaron los datos de cantidad de huevos, larvas,
pupas y adultos emergidos (machos y hembras), como pardmetros biolégicos principales para
el establecimiento de nuevas lineas (Jaldo et al., 2001; Mastrangelo et al., 2021). Se midié la
supervivencia del estado Huevo-Pupa (HP), como el cociente entre la cantidad de pupas
colectadas y el numero de huevos depositados por 100 y el porcentaje de emergencia del
adulto (%E) que se calculd como el cociente entre el nimero de adultos emergidos y el
numero de pupas colectadas por 100. Asimismo, de cada una de las familias se estudiaron
citolégicamente cinco larvas para identificar el tipo de cromosoma Y que portaban. La eleccidn
de la cantidad de larvas a analizar fue fundamentada a partir del objetivo de identificar de
manera inequivoca las variantes cromosdmicas portadas por cada familia. Adicionalmente, se
analizaron de forma independiente, con un modelo lineal generalizado (GLM), si existen
diferencias en los parametros medidos entre las familias portadoras del cromosoma Yso0 Y. Las
diferencias entre los porcentajes “HP y %E” se ajustaron a una distribucién Poisson. Todos los
analisis se realizaron con la funcién glmer en el paquete R "Ime4" (Bates et al., 2015; R Core

Team, 2017).

MM2.2: Objetivo 2.2- Material bioldgico y estudios poblacionales
- Todos los analisis estadisticos correspondientes a este objetivo, fueron realizados por la Dra.
Ma Isabel Remis, Laboratorio de Genética de la Estructura Poblacional, Departamento de

Ecologia, Genética y Evolucion, IEGEBA (CONICET), FCEyN-UBA.

MM2.2.1 Material Silvestre
La colecta de larvas de A. fraterculus sp. 1 provenientes de poblaciones silvestres se realizd a
partir del muestreo de frutas infestadas de los diferentes sitios de recoleccion, que pertenecen

a regiones eco-climaticas representativas de las dreas de produccion frutal de la Argentina. La
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recoleccion de las frutas se realizé durante tres estaciones consecutivas (2016-2018), en cinco
localidades con la colaboracién de profesionales pertenecientes al Programa Nacional Frutales
(Maria Elena Schapovaloff, EEA Montecarlo, Misiones), Universidad de Tucuman (Teresa Vera)
y SENASA (Marisol Frisolo, La Rioja) (Figura 26):

- Montecarlo, Misiones [(26° 33' 58.32" S 54° 45' 25.2"; especies frutales muestreadas:
guayaba (Psidium guajava)l;

- Horco Molle, Tucuman [(26° 49' 0" S 65° 19' 0" O; especies frutales muestreadas: durazno
(Prunus persica) y guayabal;

- San Blas de los Sauces, La Rioja [(28° 24' 37.84" S 67° 5' 36.28" O; especies frutales
muestreadas: durazno y ciruela (Prunus domestica));

- Concordia, Entre Rios [(31° 23' 34.66" S 58° 1' 15.2"0; especies frutales muestreadas:
durazno y guayabal);

- Hurlingham, Buenos Aires [(34° 35' 17.92" S 58° 38' 20.58" O; especies frutales muestreadas:
durazno y ciruela)].

Las frutas infestadas fueron mantenidas bajo condiciones controladas de temperatura y
humedad relativa (25 + 1°Cy 70 + 10 %), hasta que las larvas llegaron al 3er. estadio y fueron
separadas para hacer los preparados citoldgicos. La identificacién de la especie, fue realizada
antes de hacer la diseccion de la larva siguiendo el protocolo descrito por Frias et al. (2006)

basado en el nimero y morfologia de los espirdculos anteriores.

Horco Molle-Tucuman

las de los Sauces-La Rioja

Concordia-Entre {Rios

Figura 26: Mapa de Argentina donde se indican los sitios de muestreo y las especies frutales colectadas en cada
uno.
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MM2.2.2 Lineas de Laboratorio
Se analizaron cuatro lineas de A. fraterculus sp. 1 establecidas en el IGEAF (Figura 27):
Linea Af- IGEAF: descrita en MM1.1.1 (Figura 27 A).

Linea Af-Y chico: detalles de su generacién y mantenimiento en la seccion MM2.1 (Figura 27

B).

Lineas Af-Cast-1 y Af-Cast-2: purificadas también a partir de la linea Af- IGEAF y cada linea es

portadora de una cepa de Wolbachia diferente (wAfraCastl A y wAfraCast2_A,
respectivamente). Ambas lineas se mantienen hasta la actualidad (70 generaciones) en

condiciones estandares de cria artificial (Conte et al., 2019) (Figura 27 C).

Figura 27: Lineas de laboratorio. A: Jaula Af-IGEAF. B: Jaula linea AF-Y-chico. C: frascos, lineas Af-Cast-1 y Af-Cast-2

MM2.2.3 Andlisis poblacionales

A partir de la evaluacion de preparados mitdticos de poblaciones silvestres y lineas de
laboratorio obtenidos seglin como se describe en la seccion MM1.1.2, se realizd un andlisis
estadistico poblacional de los polimorfismos hallados para los cromosomas sexuales
(denominados aqui como cariomorfos).

Los andlisis de frecuencias cromosémicas y de cariomorfos se realizaron utilizando la prueba
exacta de Fisher. El equilibrio de Hardy-Weinberg (EHW) para las variantes del cromosoma X,
se caracterizd tanto por la homogeneidad de las frecuencias de las variantes entre los sexos
como por las proporciones de Hardy-Weinberg en las hembras. Se verificaron las desviaciones
de EHW a través de las pruebas exactas de Fisher, comparando: i) las frecuencias de las
variantes del cromosoma X entre machos y hembras vy ii) las frecuencias de cariomorfos
observadas y esperadas en las hembras. Las pruebas exactas de Fisher y los valores p, se
calcularon segiin Mehta y Patel (1983) y se implementaron en el paquete R (R Core Team,
2017).

La relacidn entre las frecuencias de las variantes cromosémicas y las variables geograficas
(latitud y longitud) en las poblaciones silvestres, se evalué mediante el analisis del coeficiente

de correlacidon de Pearson en Infostat Professional versién 2014 (Di Rienzo et al., 2014).
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MM2.3: Objetivo 2.3- Microdiseccion del cromosoma Ys

La eleccion de la variante cromosémica a microdisecar (Ys), se debié a que dicho cromosoma
es el mas frecuentemente hallado en los individuos estudiados, independientemente de su
procedencia. Ademads, al representar a la variante de cromosoma Y mdas pequefia descrita

hasta el momento, permite una busqueda mas acotada del factor de masculinidad.

MM_2.3.1 Obtencion de los preparados de ganglio cerebral

Las disecciones del ganglio cerebral se realizaron con el protocolo habitual, detallado en
MMZ1.1.2. Los individuos disecados (larvas de 3er. estadio) provinieron de la linea obtenida en
MM2.1. Los preparados fueron deshidratados en una serie de alcoholes (70 %, 90 % y 100 %),
2 min cada uno, secados al aire y tefiidos con Giemsa 5 % (Giemsa diluido con agua corriente)
(Bressa et al., 2009; Drosopoulou et al., 2012).

Para la puesta a punto de las preparaciones se evaluaron tres tipos de soporte:

1) Portaobijetos tradicional de vidrio con membrana de polyester.

2) Portaobjetos de plastico, calado en el medio y cubierto con membrana

de polyester.

J UL

3) Portaobjetos de metal, calado en el medio y cubierto con membrana de

polyester.
Para realizar las microdisecciones del cromosoma Y5 de A. fraterculus sp. 1 se probaron dos
microdisectores: el primero y el mas utilizado para lograr las microdisecciones descritas en
esta tesis, fue el microdisector laser Leica Microsystems del DEGE-IEGEBA de la FCEyN-UBA
(Departamento de Ecologia, Genética y Evolucién de la Facultad de Ciencias Exactas vy
Naturales) y el segundo fue el equipo Laser ArcturusXT que se encuentra en el Servicio de
Microdiseccién Laser IByME-CONICET (Instituto de Biologia y Medicina Experimental) (Figura

28 Ay B, respectivamente).
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Figura 28: A) Microdisector Leica Microsystems B) Laser ArcturusXT, Life Technologies Applied Biosystems, USA

MM2.3.2 Amplificacion, andlisis y marcado de los productos de microdiseccion

Los productos de microdiseccidn obtenidos se amplificaron por DOP-PCR (Telenius et al., 1992)
utilizando la enzima Synergy-Taq (ThermoFisher Scientific). La reaccion de DOP-PCR es una PCR
tradicional con oligonucledtidos degenerados que permiten la amplificacion de secuencias

desconocidas; la enzima utilizada fue de mayor fidelidad que una Taq polimerasa

convencional.

Componentes de la reaccion Concentracion inicial Concentracion final
Buffer 10X (Synergy) 10X 1X
Primers DOP 10 uM 0,33 uM
dNTPs mix 10 mM 0,67 mM
Synergy Taq 5U 0,08 U
ADN (Producto de Volumen segln [ ]
microdiseccion)

H,O0 ultra pura, Invitrogen hasta completar 30 pl

Programa: 94°C 3 min

94°C 30s

58°C 30s )
72°C 5 min 30 ciclos
93°C 30s

Las amplificaciones se visualizaron en un gel de agarosa 1 % p/v (en buffer TAE 1X), 75 min a
90V.

La marcaciéon de los productos de microdiseccién, se realizd por Nick translation segun
Steinberg et al. (2014), con rodamina (fluorocromo rojo) o fluoresceina (fluorocromo verde),

segun protocolo detallado en la seccion MM1.3.2.

69



Maria Cecilia Giardini Capitulo 2: Materiales y Métodos

MM2.4: Objetivo 2.4- Deteccidon de regiones sexo especificas en A. fraterculus sp. 1
mediante AFLP

- Todos los experimentos relacionados con AFLP, se llevaron a cabo en el laboratorio de
Cultivos Industriales del Instituto de Genética de INTA, con la supervisidn y asesoramiento del

Ing. Agrénomo Ms Sci Daniel Diaz y la Ing. Agrénoma Ms Sci Valeria Etchart.

MM2.4.1 Extraccion de ADN

En primer lugar, se llevé a cabo una transferencia de la técnica, a partir de protocolos
aplicados en plantas, hacia A. fraterculus sp. 1, que incluyd la extraccion de ADN para luego
aplicar la técnica de AFLP. La extraccion del ADN se realizd6 con el protocolo
CTAB/cloroformo/octanol detallado en la seccion MM1.3.2 (Hoisington et al., 1994).

Para la aplicacion de la técnica de AFLP en A. fraterculus, se hicieron dos experimentos (ensayo
preliminar y segundo experimento). A modo exploratorio, en el ensayo preliminar se formaron
2 pooles (uno de machos y otro de hembras) de individuos adultos provenientes de la linea Af-
IGEAF. Cada pool estuvo formado por cinco adultos. El objetivo de formar pooles de individuos
y no realizar la extraccion de ADN individual, fue evitar la deteccion de polimorfismos que
pudiesen estar presentes solamente en un individuo y que no sean el reflejo, en este caso, de
diferencias relacionadas con el sexo, que es el objetivo de este estudio.

Para el segundo experimento, los individuos provinieron de la linea Af-Y chico. En esta ocasion,
también se realizaron pooles de cinco individuos (hembras y machos separadamente), pero
fueron cuatro grupos de cada sexo. Al ampliar la cantidad de pooles, ademas de sumar
réplicas, se pueden realizar diversos tratamientos al mismo tiempo. La calidad del ADN fue
analizada en un espectrofotdmetro Nanodrop 1000© (TermoFisher) y en gel de agarosa 0,8 %
p/v como se describe en la seccion MM1.3.2.

El indice de pureza del ADN, es un calculo que realiza el programa del Nanodrop 1000©
(TermoFisher), como el cociente entre la absorbancia de la muestra a 260 nm y la absorbancia
a 280 nm: Ip= A,s0/Asg0. La relacion A260/280 es muy estable y se considera que un ADN de
pureza 6ptima tiene un valor entre 1,8-2,0. Un ADN de pureza aceptable debe tener al menos

una relacién A260/280 > 1,6.

MM2.4.2 AFLP

Restriccion-ligacién

Los procesos de corte con enzimas de restriccion del ADN total obtenido y la ligacién de los
adaptadores para AFLP en los fragmentos digeridos, se llevaron a cabo simultdneamente. De

acuerdo con lo propuesto por Vos et al. (1995) y Etchart (2009); para digestion del ADN se
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utilizaron dos combinaciones de enzimas de restriccion EcoRI-Msel (combinacion 1) y Pstl-Msel
(combinacidn 2), en las cuales una enzima de cada combinacidn reconoce una secuencia de 6 a

8 pb (EcoRl y Pstl) y la otra reconoce una secuencia de 4 pb (Msel) (Figura 29).

5 3 5 \L 3 5 l’ 3
CTGCAG EcoRl: GAATTC I TTAA

Pstl: s cacaTC® Crerrang S MR parrs

Figura 29: Secuencia nucleotidica de reconocimiento y corte (flechas) de las enzimas de restriccion utilizadas.

En la ligacién se utilizaron adaptadores especificos de ADN doble cadena, de 20 a 30 pb de
longitud que poseen terminales complementarios a los extremos resultantes del corte con las
enzimas de restriccion y asi generan el molde para la amplificacidn posterior del ADN.

Los productos de la restriccién-ligacién fueron conservados a -20°C hasta su utilizacién.

Componentes de la reaccion Concentracion inicial Concentracion final

Buffer Restriccion-Ligacion

(10mM Tris- HAc pH 7,5, 10mM 5X 1X
MgAc, 50mM KAc, 5mM DTT, 50

ng/ul BSA)

Pstl 6 EcoRl 10 u/ul 0,2 u/ul
Msel 10 u/ul 0,1 u/ul
T4 ADN Ligasa 5 u/ul 0,1 u/ul
ATP 10 mM 0,4 mM
Adaptador Pstl o EcoRl (5 uM) 5uM 0,08 uM
Adaptador Msel (50 uM) 50 uM 0,8 um
ADN 400 ng/ul 3,5 ng/ul
H,O0 ultra pura (Invitrogen), hasta completar 20 pl

Pre-amplificacion selectiva (PCR+1)

Una vez ligados los adaptadores se realizd la pre-amplificaciéon, que consiste en utilizar
oligonucledtidos complementarios de los adaptadores mas una base aleatoria, en su extremo
3’ (Etchart, 2009). Se utilizd6 una combinacién de oligonucleétidos para cada combinacién de
enzimas: E01/ M04 (combinacion 1 de enzimas) y P01/ M04 (combinacidn 2 de enzimas).

E01: *GACTGCGTACCAATTCA®

MO04: ®* GATGAGTCCTGAGTAAT®

PO1: *GACTGCGTACATGCAGA®
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Componentes de la reaccién Concentracion inicial Concentracion final

Buffer 5X 1X
MgCl, 25 mM 1,65 mM
Primer EO1 o PO1 100 ng/ul 6,7 ng/ul
Primer M04 100 ng/pl 6,7 ng/ul
dNTPs mix 10 mM 0,25 mM
Taq Invitrogen (EUA) 5u/ul 1,25 u/pl
ADN (Producto de la restriccion-ligacion): 3 pl

H,O0 ultra pura, Invitrogen hasta completar 25 pl

Programa: 94°C 3 min
94°C 30s
56°C 1 min 30 ciclos
72°C 1 min
72°C 10 min
10°C 24 h

Para verificar la amplificacion se sembraron 8 pl de una dilucion 1/3 de la PCR+1, mas 2 ul de
buffer de carga, en geles de agarosa 2 % p/v. Los resultados positivos esperados consisten en
observar una amplificacidn positiva y continua de fragmentos de entre 50 y 500 pb.

Los productos de esta pre-amplificacidn fueron conservados a -20°C hasta su utilizacion.

Amplificacion selectiva (PCR+3)

Para las PCR+3, se utilizd como templado 1 ul de una dilucién 1/30 de cada una de las
reacciones de PCR+1, en un volumen total de 20 pl.

En esta etapa se utilizan oligonucledtidos que contienen 3 nucledtidos selectivos adicionados
en el extremo 3’ de la secuencia del adaptador, es decir dos mas que los utilizados en la
amplificacion anterior.

Se utilizaron las siguientes combinaciones de cebadores:

Ms; Pas Es»
P32 E33
P33 E36
M32 M36
P43 E4O
Ess Ea
M34 P43 E42
E33 E33
Mgl M92
Eao Eao
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Oligonucleétidos Msel:

M31 GATGAGTCCTGAGTAAAAA
M34 GATGAGTCCTGAGTAAAAT
M92 GATGAGTCCTGAGTAATTC
M36 GATGAGTCCTGAGTAAACC
M91 GATGAGTCCTGAGTAATTA
M92 GATGAGTCCTGAGTAATTC

Oligonucledtidos EcoRl:

E32 GACTGCGTACCAATTCAAC
E33 GACTGCGTACCAATTCAAG
E36 GACTGCGTACCAATTCACC
E40 GACTGCGTACCAATTCAGC
E41 GACTGCGTACCAATTCAGG
E42 GACTGCGTACCAATTCAGT

Oligonucledtidos Pstl:

P32 GACTGCGTACATGCAGAAC
P33 GACTGCGTACATGCAGAAG
P43 GACTGCGTACATGCAGATA
P45 GACTGCGTACATGCAGATG

En esta etapa de la técnica de AFLP, la eleccidn de las combinaciones de cebadores utilizados
también fue parte del experimento preliminar. En el mismo se utilizaron: Mzg-E33/E0/Es, M36-
P32/P33/P43/Pas, M31/Pa3, M34/Pasy en el segundo (2do. experimento), se repitieron las primeras
tres combinaciones que habian arrojado resultados promisorios y, se agregaron las

combinaciones Msg-E35/E36/Es1, Mo1-Es3/ Esoy Moy~ Ess/ Eso.

Componentes de la reaccién Concentracion inicial Concentracion final
Buffer 5X 5X 1X
MgCl, (25 mM) 25 mM 1,5 mM
Primer E 100 ng/ ul 1,5 ng/ul
Primer M 100 ng/ ul 1,5 ng/ul
dNTPs 10 mM 1,67 mM
Taq Invitrogen (EUA) 5 u/ul 0,04 u/ul
Producto de PCR+1 (dilucién 1/30): 1 pl
H,O0 ultra pura, Invitrogen hasta completar 20 pl
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Programa: 94°C 4 min
94°C 30s
61°C 30s 36 ciclos
72°C 1 min
72°C 5 min
10°C 24 h

Las reacciones fueron guardadas a una temperatura de -20°C, hasta su utilizacién.

Separacién vy visualizacidon de los productos de amplificacién

Los productos de la amplificacidn se separaron en geles desnaturalizante de poliacrilamida 6 %
(Acrilamida: bisacrilamida 19:1; 7 M urea) de 0,4 mm de espesor, tefiidos con Nitrato de plata
(NO3Ag) (Kopps, 1993). Cada producto, se sembrdé junto con voliumenes variables de
formamida.
Una vez revelado el gel, las bandas que amplificaron en machos solamente, fueron purificadas
utilizando dos protocolos:
1) - Se colocd suavemente una pipeta sobre la banda elegida.

- Se descargaron ~5 pl de H,0 calidad HPLC y se dejé hidratar unos minutos (el gel se va
disolviendo).

- Se absorbieron los ~5 ul de H,0 HPLC vertidos y se utilizé el ADN extraido, como templado
para reacciones posteriores de PCR.
2) - Se cortd la banda elegida con un bisturi.

- Se colocé en un tubo eppendorf de 2 ml con 20 pl de H,0 calidad HPLC.

- Se incubd a -80°C durante 10 min y luego a 37°C durante 10 min.

- Se centrifugd a 17000 g durante 10 min.

- Se utilizaron 2 pl del sobrenadante, como templado para reacciones posteriores de PCR.
En ambos casos, la re-amplificacion del ADN extraido del gel, se realizé mediante PCR,
utilizando el protocolo y cebadores descritos para las reacciones de PCR+3 anteriores.
Se midié la concentracion y la calidad del ADN extraido de las bandas purificadas del gel de
poliacrilamida en Nanodrop 10000 (TermoFisher) y se realizaron las diluciones necesarias para
llegar a la concentracidn requerida para secuenciacidn por el método de Sanger en el Servicio
de Secuenciacion de la Unidad de Gendmica (IB, INTA, IABIMO-CONICET). Las muestras
purificadas fueron enviadas para ser secuenciadas de forma directa utilizando el primer
forward utilizado en las reacciones de PCR+3.
Las secuencias nucleotidicas se analizaron con el software Staden Package v 1.6-r (Staden et
al., 2003). Posteriormente y luego de un editado manual (en el caso de ser necesario), las
secuencias finales obtenidas fueron comparadas con aquellas disponibles en las bases de datos

del NCBI mediante el algoritmo de Blastn (Altschul et al., 1990).
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R2: RESULTADOS

R2.1: GENERACION DE LA LINEA Af-Y chico

Para lograr la purificacién de una linea de A. fraterculus sp. 1 portadora de la variante de
cromosoma Y de menor tamafo conocida para esta especie (Ys), se realizd un screening de
larvas de 3er. estadio de la linea Af-IGEAF (MM1.1.1). De los 100 individuos estudiados, 57
resultaron hembras, 37 machos y 6 no pudieron ser identificados en cuanto al sexo (Figura 30
A). De los 37 machos encontrados, 8 portaban el cromosoma Yg; lo que indica la presencia de
este cromosoma, en un 21,62 % de las larvas macho analizadas. En el caso de las hembras se

observé mayoritariamente el X; en un 74 % (Figura 30 B).

60 60
50 50
mY6
40
40 B Machos mY5
30
30 - B Hembras X2
20 4 Indefinidos = X1
10
10 -
0
0 - A Machos Hembras B

Figura 30: Screening de la linea Af-IGEAF. A: proporcidn de sexos. B: frecuencia de las variantes de los cromosomas
sexuales encontradas (X e Y).

De las 25 familias de A. fraterculus formadas a partir de la cria experimental de A. fraterculus
sp. 1 establecida en el IGEAF, 16 dejaron descendencia. En la Tabla 5 se registraron los
pardmetros bioldogicos medidos de dichas familias. Particularmente, no se observaron
diferencias significativas en los valores de H-P y %E de las familias portadoras de una u otra
variante de cromosoma (H-P: p= 0,824; %E: p= 0,988). Aunque todas estas mediciones son las
utilizadas de rutina en el laboratorio, en el momento de establecer una nueva linea de insectos
(Jaldo et al., 2001; Mastrangelo et al., 2021); en este caso particular, los datos citogenéticos
(tipo de cromosoma Y), resultaron determinantes y fueron la base de la seleccion realizada
para la purificacion de la linea.

Los estudios citolégicos de cinco larvas (3er. estadio) de cada familia mostraron que, de las 16
familias, 13 portaron el cromosoma Y5 y 3 portaban la variante Y. EI N de larvas a estudiar de
cada una de las familias se establecié en 5, para garantizar un nimero de metafases aptas para

la identificacidon inequivoca de los cromosomas sexuales presentes en la familia. Todas
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aquellas portadoras de la variante de cromosoma Y deseada (Ys), se juntaron para fundar la
linea Af-Y chico.
Esta nueva linea fue el insumo principal para el desarrollo de las actividades correspondientes

a los objetivos 2.2y 2.3.

Tabla 5: Parametros citogenéticos y bioldgicos (promedio por colecta) de las 16 familias que dejaron descendencia.
Las celdas marcadas en celeste, indican las familias portadoras del cromosoma Y.
HP= porcentaje de supervivencia estado Huevo-Pupa, calculado como #Pupas/#Huevos x 100.

% E=porcentaje de emergencia del adulto, calculado como #Adultos/#Pupas x 100

Familia Huevos | Pupas Adultos @ CromosomaY HP
524 163 114 80 Ys 69,94 70,17
525 27 19 13 Ys 70,37 68,42
526 188 132 92 Ys 70,21 | 69,70
529 123 86 60 Ys 69,92 | 69,77
530 46 32 22 Ys 69,56 | 68,75
532 138 97 68 Ys 70,29 | 70,10
533 245 172 120 Ys 70,20 69,77
535 95 67 47 Ys 70,53 | 70,15
536 149 104 73 Ys 69,80 | 70,19
538 65 46 32 Ys 70,77 | 69,56
541 68 48 34 Ys 70,59 | 70,83
543 55 39 27 Ys 70,91 | 69,23
545 24 17 12 Ys 70,83 | 70,59
546 134 94 66 Ys 70,15 | 70,21
547 290 203 142 Ys 70 69,95
548 118 83 58 Ys 70,34 | 69,88

R2.2: FRECUENCIA Y DISTRIBUCION GEOGRAFICA DE LAS VARIANTES DE CROMOSOMAS
SEXUALES IDENTIFICADAS

R2.2.1 Caracterizacion de los cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1- Andlisis
poblacionales

Resultados de la caracterizacion carioldgica

Se analizaron un total de 424 preparados de cromosomas mitdticos de A. fraterculus sp. 1. Los
individuos estudiados, provenian de poblaciones silvestres (MM2.2.1) y lineas de laboratorio
(MM2.2.2). Se examinaron en promedio, 30 larvas por poblacidn excepto en el caso de La Rioja

donde sdlo se recuperaron 10 individuos (Tabla 6).

76



Maria Cecilia Giardini Capitulo 2: Resultados

Tabla 6: Distribucion geografica de cariomorfos de A. fraterculus sp.1. Individuos totales analizados,

divididos por poblacién/linea y cariomorfo que presenta cada uno.

Cariomorfos Total
Poblacion/Linea
Q d
XiXp | XiXp XXy | Total @ | Xi¥s | Xi¥e | Xo¥s | XY | Total 8
Misiones 17 - - 17 13 - - - 13 30
Tucuman 33 1 - 34 28 1 - - 29 63
La Rioja 4 - - 4 6 - - - 6 10
Entre Rios 16 3 - 19 19 3 - - 22 41
Buenos Aires 13 1 - 14 13 2 - - 15 29
Total 85 5 - 88 79 6 - - 85 173
Af-IGEAF 41 16 - 57 29 8 - - 37 94
Af-Y chico 53 2 - 55 45 - - - 45 100
Af-Cast-1 13 1 3 17 11 - 4 - 15 32
Af-Cast-2 13 - 1 14 11 - - - 11 25
Total 120 19 4 143 96 8 4 - 108 251

Luego del examen citoldgico de los individuos, se confirmd la presencia de dos variantes de
cromosoma X (X; y X;) y dos de cromosoma Y (Y5 e Yg) (Figura 31), tanto en las lineas de

laboratorio como en las poblaciones silvestres.
X1 X2 Y5 Y

H Posicion del centromero

[]

Figura 31: Esquema de los cariomorfos sexuales hallados en las poblaciones analizadas de A. fraterculus sp. 1.

En las poblaciones silvestres analizadas, especificamente en La Rioja y Misiones, se
encontraron sélo dos combinaciones de cromosomas sexuales (X:X; y X;Ys, en hembras y

machos respectivamente). En las muestras de Buenos Aires, Tucuman y Entre Rios, se
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observaron cuatro cariomorfos (hembras X;X1/X.X, y machos X;Ys/X;Ye) (Tabla 6; Figura 32 A-
E).

Los machos X,Ys, fueron hallados solamente en la linea de laboratorio Af-Cast-1 (Figura 32 F) y
las hembras X,X,, fueron encontradas en dos lineas de laboratorio (Af-Cast-1 y Af-Cast-2)

(Figura 32 C). No se hallaron machos X,Ys en ninguna de las muestras analizadas (Tabla 6).

X1
X1
A
X1
Ys
D

Figura 32: Cariomorfos sexuales detectados en poblaciones silvestres y lineas de laboratorio de A. fraterculus sp.1

B

E

10 pm

de Argentina. A-E: Preparaciones citolégicas de cromosomas mitdticos, coloreadas con DAPI. A-C: metafases
femeninas. D-F: metafases masculinas.

Resultados del andlisis estadistico poblacional

No se encontraron diferencias significativas entre las frecuencias de cariomorfos observadas y
esperadas, en poblaciones silvestres o cepas de laboratorio (Prueba exacta de Fisher; p> 0,05
en todos los casos) (Tabla 7). Ademas, el andlisis de la incidencia de cromosomas reveld
homogeneidad de las frecuencias del cromosoma X en ambos sexos en la naturaleza (Prueba
exacta de Fisher; p> 0,05 en todos los casos). Ambos resultados muestran la existencia de
equilibrio de Hardy-Weinberg dentro de cada poblacion. Tampoco se hallaron diferencias
cuando el andlisis se realiz6 tomando en cuenta el fruto hospedero analizado (Figura 26;
MM?2.2.1).

Andlisis de cariomorfos presentes en poblaciones silvestres

Los cariomorfos X1X; y X;1Y5 se observaron en alta frecuencia en todas las poblaciones silvestres

(valores de frecuencia media: 0,94 y 0,93, respectivamente) (Tabla 7). El analisis geografico de
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las variantes cromosdmicas, revelé que no existen diferencias significativas entre las
frecuencias de X y de Y, en dichas poblaciones (Prueba exacta de Fisher; p> 0,05; p= 0,34, p=
0,42, respectivamente). Ademds, no se encontraron diferencias significativas entre las
frecuencias de cariomorfos femeninos, en las mismas poblaciones (Prueba exacta de Fisher; p=
0,2847).

El andlisis de correlacion entre las frecuencias de cromosomas de las poblaciones silvestres de
A. fraterculus sp. 1 y las variables geograficas, latitud y longitud, mostré una asociacion
negativa significativa entre la frecuencia de Ys y la latitud (Correlacion de Pearson; r = 0,88; p=
0,0489). Por el contrario, la frecuencia del cromosoma Y, se incrementd con la latitud (Figura

33).

\ I |
Tuuznén g FL

N

4

Figura 33: Distribucion geografica y frecuencia relativa de las variantes de cromosomas sexuales detectadas en las
poblaciones silvestres de A. fraterculus sp. 1. Los niUmeros sobre los graficos de torta, corresponden a la frecuencia
absoluta de cada variante cromosdmica. Los puntos negros identifican la ubicacidn de los sitios de muestreo.
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Andlisis de cariomorfos presentes en lineas de laboratorio

La caracterizacién citogenética de las cepas de laboratorio, mostré algunas diferencias con
respecto a las poblaciones silvestres. Luego del andlisis de 94 preparados de cromosomas
mitoticos (57 hembras y 37 machos) correspondientes a la linea Af-IGEAF, se observaron
frecuencias significativamente mas bajas de X;X; (0,72) y X;Y5 (0,78) y frecuencias mas altas de
X:X; (0,28) y X;Y¢ (0,22) con respecto a las frecuencias totales observadas en muestras
silvestres (Tabla 7). De hecho, la prueba de Fisher reveld que la cepa Af-IGEAF exhibe
diferencias significativas en las variantes X (p = 0,0034), en comparaciéon con su poblaciéon
silvestre de origen (Tucuman). Las diferencias en el cromosoma Y entre las mismas muestras
fue marginalmente significativa (p= 0,06) (Tabla 7).

En la linea Af-Y chico (purificada a partir de Af-IGEAF, portadora del cromosoma Ys), el 96 % de
las hembras fueron portadoras del cariotipo X:X; y el 4 % X;X,, mientras el 100 % de los
machos correspondié al cariotipo X,Ys (Tabla 7). Un importante incremento en la frecuencia de
la variante X; fue hallada en esta linea, en comparacion con la linea de la cual se origind (Af-
IGEAF) (Test Exacto de Fisher; p= 0,0004) (Tabla 7).

Las lineas Af-Cast-1 y Af-Cast-2 mostraron una distribucién diferencial de cariotipos (Tabla 7).
Para la linea Af-Cast-1, se detecto la presencia de hembras X;X; (76,5 %), XX, (17,6 %) y X1X,
(5,9 %) y machos X;Ys (73 %) y X,Ys (27 %) (Tabla 7). En Af-Cast-2, se detectaron hembras X;X;
(93 %), XX, (7 %) y no se observaron hembras X;X,. En cuanto a los machos, se detecté un 100
% de individuos X;Ys. Ambas cepas mostraron diferencias significativas en las frecuencias de las

variantes de cromosoma X (Test Exacto de Fisher; p=0,0328) (Tabla 7).
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Tabla 7: Frecuencias relativas de cariomorfos y variantes cromosdmicas en las poblaciones de A. fraterculus sp. 1

Cariomorfos

Cromosomas sexuales

Q J
XiXq X1X, XX, Total @ X1Ys X1Ys X,Ys X,Ye Total & X1 X, Total X Ys Ye Total Y

Misiones 1,00 0,00 0,00 17 1,00 0,00 0,00 0,00 13 1,00 0,00 47 1,00 0,00 13
Tucuman 0,97 0,03 0,.00 34 0,97 0,03 0,00 0,00 29 0,99 0,01 97 0,97 0,03 29
La Rioja 1,00 0,00 0,00 4 1,00 0,00 0,00 0,00 6 1,00 0,00 14 1,00 0,00 6
Entre Rios 0,84 0,16 0,00 19 0,86 0,14 0,00 0,00 22 0,95 0,05 60 0,86 0,14 22
Buenos Aires 0,93 0,07 0,00 14 0,87 0,13 0,00 0,00 15 0,98 0,02 43 0,87 0,13 15
Af-IGEAF 0,72 0,28 0,00 57 0,78 0,22 0,00 0,00 37 0,89 0,11 151 0,78 0,22 37
Af-Y chico 0,96 0,04 0,00 55 1,00 0,00 0,00 0,00 45 0,99 0,01 155 100 0,00 45
Af-Cast-1 0,76 0,06 0,18 17 0,73 0,00 0,27 0,00 15 0,78 0,22 49 1,00 0,00 15
Af-Cast-2 0,93 0,00 0,07 14 1,00 0,00 0,00 0,00 11 0,95 0,05 39 1,00 0,00 11
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R2.3: MICRODISECCION CROMOSOMICA

R2.3.1 Microdiseccion del cromosoma Ysde A. fraterculus sp. 1

Se evalué la calidad de 27 preparados citoldgicos realizados en los diferentes soportes
testeados en la seccién MM2.3.1. Se utilizaron las preparaciones realizadas con el portaobjetos
de plastico y con el portaobjetos de metal, ya que las metafases en estos soportes, fueron mas
claras, con cromosomas separados y bien definidos, posiblemente evitando el corte de
cromosomas de células vecinas. Las preparaciones utilizadas para la microdiseccion,
correspondian a individuos con cariotipo X;X; (hembras) y X;Ys (machos), provenientes de la
linea AF-Y chico generada en el Objetivo 2.1.

Se realizaron cuatro eventos de corte donde a partir de 18 preparados y se microdisecaron 47
cromosomas X; y 26 cromosomas Ys. Cada uno de los tubos eppendorf donde se colectaron los
cromosomas cortados, contaba con 5 pl de agua HPLC.

En la Figura 34 se muestra una metafase de un individuo macho X;Ys antes y después del corte

del cromosoma Ys.

Figura 34: Metafase de un macho X,Ys, antes y después del corte. A= metafase antes de la microdiseccion, B=
metafase luego de la microdiseccion.

Amplificacion y marcado de los productos de microdiseccion

Se amplific6 mediante DOP-PCR el material cromosdémico de los cuatro tubos que contenian
cromosomas Y, y los cuatro que contenian cromosomas X. El resultado positivo se observé
como un rango continuo de bandas de entre 300 y 600 pb en la corrida en el gel de agarosa 2
% p/v.

Dos muestras conteniendo el cromosoma Y, se marcaron con rodamina (fluorocromo rojo) y
las otras dos, con fluoresceina (fluorocromo verde), segun el protocolo detallado en la seccién
MMZ1.3.3. Todas las reacciones de marcacién fueron satisfactorias. El resultado positivo se

observdé como un retraso en la corrida en el gel de agarosa con respecto del control. Dicho
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control es el mismo producto de microdiseccidn previo a la reaccion de marcado. El retraso en
la corrida se produce por la diferencia de peso molecular que genera el fluorocromo utilizado.
Los cuatro tubos que contenian los cromosomas X cortados, se guardaron a -20°C para ser

usados en reacciones futuras.

FISH utilizando las sondas generadas por microdiseccion

En la Figura 35 se esquematiza la manera en que se desarrollaron los experimentos de FISH.
Como se observa en el esquema, dentro del mismo preparado, se marcaron dos zonas, en una
de ellas se aplicé la sonda control (sonda de ADNr 18S de A. fraterculus sp. 1, seccion
MM1.3.3) y en la otra zona, la sonda de cromosoma Y microdisecado; de esta manera se
asegura que el tratamiento del vidrio es el mismo, siendo la Unica diferencia la sonda utilizada
en cada region.

Se obtuvieron resultados positivos con la sonda control en todos los experimentos de FISH, se
observé la cantidad y distribucién de secuencias 18S esperadas. En cambio, todos los
resultados fueron negativos con respecto a la sonda de cromosoma Y obtenida por

microdiseccidn, sin haberse observado hibridizacion alguna con la sonda utilizada.

Sonda 18S Sonda cr Y Rétulo
(verde) (rojo) :  del vidrio

Figura 35: Esquema que muestra la disposicién de las sondas para los experimentos de FISH realizados.

R2.4: ANALISIS DEL POLIMORFISMO MOLECULAR ENTRE MACHOS Y HEMBRAS
R2.4.1 AFLPs en Anastrepha fraterculus sp. 1

Experimento preliminar

En la Tabla 8 se registraron los valores de calidad y concentracién de las muestras de ADN de
los dos pooles de moscas utilizados para el experimento preliminar, estimados con Nanodrop
10000©. Dichos parametros se midieron también en una corrida electroforética en gel de

agarosa 0,8 % p/v (Figura 36).

Tabla 8: Medicion de calidad de las muestras de ADN obtenidas.
Muestra [ ] ng/ul ‘ 260/280 260/230
3 290,27 1,95 2,14
Q 325,45 1,92 2,15
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Figura 36: Electroforesis en gel de agarosa 0,8 % p/v de muestras de ADN pool de individuos adultos de A.
fraterculus sp. 1. H= pool de hembras, M= pool de machos, MK= Quik Load Purple 1 Kb DNA ladder.

Las muestras de ADN obtenidas, fueron utilizadas para aplicar la técnica de AFLP en busca de
regiones/bandas diferenciales entre sexos. Para ello, primero se realizé la restriccidon-ligacion
de las muestras de ADN y posteriormente, una pre-amplificacion selectiva (PCR+1) (seccion
MM2.4.2).

Para la realizacién de las amplificaciones selectivas (PCR+3), se utilizaron las combinaciones de
cebadores o primers +3: Msg—E33/E40/ Eay (seccion MM2.4.2).

Los productos de la amplificacidén se separaron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 6
% p/v, segun el protocolo detallado en la seccion MM2.4.2. Se identificaron ocho bandas
presentes solamente en los machos con un tamano de alrededor de 200 pb. Las mismas se
cortaron del gel (seccion MM2.4.2), se re-amplificaron utilizando la misma combinacién de
primers usada para la PCR+3, se purificaron y se enviaron a secuenciar. En la Figura 37 se
muestra un extracto de un gel de poliacrilamida 6 % p/v, donde se corrieron las PCR+3 de 1
pool de hembras (H) y 1 pool de machos (M), junto con bandas diferenciales identificadas,

eluidas y purificadas.
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HM Eluidos

Figura 37: Fotografia de una seccién de un gel de poliacrilamida 6 % p/v-PCR+3 con la combinacién de cebadores
M36-E42. Las bandas diferenciales se marcan con un guién. H= pool de hembras, M= pool de machos, Eluidos=
bandas diferenciales, M= marcador LambdaDNA/HindlII.

Comprobacidn de especificidad

Las bandas diferenciales purificadas fueron posteriormente secuenciadas. Se obtuvieron
cuatro secuencias nucleotidicas de un tamafo promedio de 182 bases potencialmente
especificas de machos (Figura 3-Anexo). El andlisis de Blastn contra la base de datos de
genomas de tefritidos (Whole-genome shotgun contigs - wgs: Tephritidae TaxID: 7211), mostrd
similitudes significativas para la secuencia AfE6 (150 b). Esta secuencia tuvo un 70 % de
similitud con una secuencia no identificada del ensamble del genoma completo de Zeugodacus
cucurbitae cepa USDA-PBARC White Pupae (Sequence ID T1JRNW01006185.1 contig006185,
whole genome shotgun sequence) (Figura 4-Anexo). A partir de una blsqueda especifica de la
secuencia de Z. cucurbitae (142 b) contra la bases de datos nt (Blastn), se hallé un 97 %
(138/142 nt comparados) de similitud con el transposon Batmarll descrito en Bactrocera

tryoni (Sequence ID: KX931004.1) (Figura 5- Anexo).
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Segundo experimento

Se extrajo el ADN total de cuatro pooles de machos y cuatro pooles de hembras adultos-
virgenes provenientes de la linea Af-Y chico generada como parte del objetivo 2.1; de forma de
tener la seguridad de que todos los machos analizados portan el cromosoma Ys. Al ampliar la
cantidad de pooles de cada sexo se estan realizando réplicas simultaneas, lo cual incrementa
las posibilidades de la deteccidon de bandas sexo-especificas. La calidad y la concentracién de
las muestras obtenidas se observé en un gel de agarosa 0,8 % p/v (Figura 38). En cada una de
las calles se observa una banda uUnica de ADN que demuestra su calidad. Por otro lado, su alto
peso molecular se evidencié mediante la comparacidon con el marcador de peso molecular
Lambda/Hindlll (Fermentas). Las mediciones realizadas con Nanodrop 1000© (Tabla 9),

muestran también la alta concentracidén y pureza de las muestras (ver seccion MM2.4.1).

Figura 38: Electroforesis en gel de agarosa 0,8 % p/v de la extraccién de ADN del segundo experimento. H= pool de
hembras, M= pool de machos, MK= Lambda/Hindlll; la calle entre M4 y MK, no fue utilizada.

Tabla 9: Medicidon de calidad de las muestras de ADN obtenidas.

Muestra []ng/ul ‘ 260/280 260/230 ‘

H1 328,9 1,75 0,72
H2 394,9 1,74 0,74
H3 380,9 1,80 0,78
H4 314,3 1,81 0,77
M1 389,2 1,73 0,78
M2 132,2 1,72 0,68
M3 114,1 1,69 0,58
M4 185,8 1,68 0,65

De la misma manera que en el experimento preliminar, las muestras de ADN obtenidas (8
pooles en total), fueron utilizadas en la técnica de AFLP. Primero se realizd la restriccion-

ligacidn de las mismas y posteriormente, la pre-amplificacion selectiva (PCR+1) (detallada en la
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secciéon MM2.4.2). Las reacciones de PCR+1, se corrieron en un gel de agarosa 2 % p/v junto
con un marcador de 50 pb (Figura 39). Como se observa en la Figura 39, el resultado positivo
de la pre-amplificacion selectiva, se observa como un rango continuo de bandas de diferente

tamanio.

MKs0 Hlyc H2yc H3yc Hd4yc Mlyc M2yc M3vyc M4yc

Figura 39: Electroforesis en gel de agarosa 2 % p/v de muestras PCR+1 realizada luego de la digestion del ADN con
las enzimas EO1 y M04 (AFLP) correspondientes al segundo experimento. La primera calle corresponde al marcador
50 pb (Thermo Fisher Scientific) las cuatro calles siguientes, corresponden a los cuatro pooles de hembras de la linea
Af-'Y chico (H1yc, H2y¢, H3yc ¥ H4yc) v las Ultimas cuatro calles, corresponden a los cuatro pooles de machos de la
linea Af-Y chico (M1yc, M2 y¢, M3yc y M4 y).

Para la realizacidn de las amplificaciones selectivas (PCR+3), se repitieron las combinaciones de
primers del experimento preliminar (Msg-Ess/Eso/ Esn) Yy se testearon siete combinaciones
nuevas (Msg-E32/E36/ Ea1; Mos- Ess/ Esoy Mop-Ess/ Eao).

Los productos de la amplificacidén se separaron en geles desnaturalizantes de poliacrilamida 6
% p/v (protocolo detallado en la seccion MM2.4.2). Una vez revelado el gel, se realizo el
scoring en un archivo Excel, de la manera que se observa en la Tabla 1 del Anexo. El registro de
los datos se tomd de manera binaria, donde 0 indica ausencia y 1 presencia de banda o
fragmento. De cada gel se indican los individuos analizados, las bandas de cada una de las
calles y si esa banda se ve simple o doble; mostrando, ademas la combinacién de primers +3
utilizados para la amplificacion.

De las diez combinaciones de cebadores utilizadas en la PCR+3, ocho permitieron identificar un
patron de bandas claro para todas las muestras analizadas. A partir de las corridas
electroforéticas, se identificaron un promedio de 18 fragmentos amplificados por cada
combinacion (dentro de un rango de 10-27), con un tamafio de producto de amplificacion

desde los 100 a los 400 pb.
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Se obtuvieron un total de 181 bandas nitidas, claras y reproducibles, de las cuales casi el 77 %
correspondieron a fragmentos variables entre muestras, sin embargo, no se encontraron
bandas especificas de sexo; por lo tanto, no se lograron reproducir los resultados del

experimento preliminar.
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D2: DISCUSION

En este capitulo estudiamos la distribucion geografica de las variantes de cromosomas
sexuales en las poblaciones silvestres de A. fraterculus sp. 1, representantes de diferentes
regiones agroecoldgicas de nuestro pais. Estas regiones muestran caracteristicas diferenciales
de clima, geografia, actividades agricolas y de paisaje. Mientras que en las regiones del oeste
las plantaciones de frutales se encuentran en valles fértiles entre montaias y cerros, con un
clima subtropical seco y calido, en las regiones del este se presentan en una extensa llanura
con clima subtropical; mostrando la gran diversidad de ambientes de nuestro extenso
territorio (Ministerio del Interior y Transporte, 2014, 2018). A partir de estos resultados, en
este capitulo también incluimos la caracterizacién citogenética de las lineas fundadas y
mantenidas en nuestro laboratorio. Estos estudios permitieron profundizar el conocimiento
citogenético del morfotipo 1 de A. fraterculus presente en Argentina y, ademas, abordar el
estudio molecular de los cromosomas sexuales en esta especie. Para ello, se utilizaron las
técnicas de microdiseccion cromosdmica y AFLP. Los resultados preliminares nos permitieron
reformular las actividades y proponer otro tipo de estudios de citogenética molecular para

continuar profundizando la estructura de los cromosomas sexuales de esta especie.

D2.1 Generacién de la linea Af-Y chico

La generacion de lineas de insectos seleccionados a partir de alguna caracteristica particular,
en este caso una variante cromosémica especifica, siempre es una tarea laboriosa.
Particularmente en el caso de la purificacion de la cepa Af-Y chico, 25 familias fueron
estudiadas desde el punto de vista de sus parametros bioldgicos y a nivel citogenético. De
acuerdo al anadlisis estadistico realizado a través de GLM (H-P: p= 0,824; %E: p= 0,988), no se
observan diferencias significativas entre las familias portadoras del cromosoma Y5 o de la
variante Y para las variables H-P (supervivencia Huevo-Pupa) y %E (% de emergencia del
Adulto). Estos resultados nos permiten concluir que poseer una u otra variante de cromosoma
Y, no estaria confiriendo ninguna ventaja ni ningln perjuicio al macho portador de la misma, ni
a su descendencia. A partir de estos resultados, comprendemos la necesidad de realizar mas
estudios sobre la distribucion de frecuencias de las variantes de cromosomas sexuales, en A.
fraterculus sp. 1 para explicar por qué las variantes de cromosomas sexuales pueden coexistir
en frecuencias diferentes sin alterar, en principio, el fitness del individuo que la porta. Ademas,
seria importante evaluar si las frecuencias que se estdn observando actualmente en las
poblaciones naturales, se mantienen en el tiempo o si existen fluctuaciones vy, si estas
fluctuaciones, ocurren al azar o siguiendo algun tipo de patron. Una primera exploracion a

estos aspectos de genética de poblaciones se muestra en la siguiente seccion.
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D2.2 Caracterizacion de los cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1 - Analisis
Poblacionales

Analisis de frecuencias cariotipicas y cromosdmicas en poblaciones naturales

La caracterizacién citogenética de las poblaciones silvestres de A. fraterculus sp. 1 permitié la
identificacion de cuatro clases de individuos portadores de diferentes combinaciones de
cromosomas sexuales (cariomorfos): hembras X;X; y XiX, y machos X;Ys y X;Ys. No se
encontraron hembras X,X, ni machos X,Ys y X,Ys (Figura 32). Estos resultados fueron
ligeramente diferentes a los previamente reportados, que describieron la presencia de cuatro
variantes de cromosoma X (X;, X5, X3, X4) y seis tipos de cromosomas Y (Y1, Y, Y3, Y4, Ys, Ye)
(Lifschitz et al., 1999; Manso y Basso, 1999; Basso et al., 2003; Basso, 2017; Basso et al., 2019).
Estas diferencias pueden ser debidas al momento en que se realizaron los muestreos y la
localizacién de las poblaciones (las referencias previamente citadas informan variantes
detectadas en un Unico muestreo realizado en el afio 1999, en Montecarlo - Misiones).

El andlisis de las frecuencias cromosémicas y cariotipicas de las poblaciones silvestres de A.
fraterculus sp. 1 no mostré diferencias entre las localidades estudiadas, pero evidencié una
tendencia significativa en la distribucion diferencial de las frecuencias cromosdmicas (Tabla 7).
En particular, se observé una correlacidon negativa para la distribucion del cromosoma Ys segin
la latitud indicando un posible cambio de frecuencias cromosdmicas asociado a eventos de
colonizacion, dispersién y demograficos que podrian influenciar la dindmica metapoblacional
de la especie (Vilardi et al., 2021; Freilij, 2022; Freilij et al., 2022). El fenémeno de dispersidn
podria sefialarse como causa central, o primera causa a tener en cuenta, para profundizar en
los estudios de dinamica ecoldgica y evolutiva de las poblaciones de A. fraterculus. Si bien, aun
no existen estudios similares en los demas morfotipos integrantes del complejo, el
mencionado fendmeno podria tener diversas consecuencias para el flujo de genes y la
demografia (Clobert et al., 2012; Travis et al., 2013; Saastamoinen et al., 2018).

Considerando el hecho de que la especie bajo estudio se encuentra dentro de un complejo de
especies cripticas, resulta de gran importancia realizar este tipo de estudios citoldgicos y
poblacionales, fundamentalmente para brindar informacion en cuanto a la diferenciacion de
entidades bioldgicas dentro del complejo de especies, y determinar la presencia de
cruzamientos hibridos entre formas cariolégicamente diferentes (White, 1973; Polukonova y

Belyaina, 2002; Gokhman y Kuznetsova, 2006).
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Andlisis de frecuencias cariotipicas y cromosdmicas en poblaciones de laboratorio

Con respecto al estudio de los cariotipos de las colonias de A. fraterculus sp. 1 previamente
establecidas en el laboratorio del IGEAF, se observd que la cepa Af-IGEAF mostré diferencias
significativas en la distribucién de combinaciones cromosémicas en comparaciéon con la
frecuencia actual de la poblacidn silvestre fundadora (Tucuman). Esto podria deberse a los
efectos de seleccidn y deriva génica que impulsan cambios en las frecuencias cariotipicas y
cromosdémicas, bajo un proceso de cria artificial (Parrefio et al., 2014). Procesos similares han
sido descritos previamente para esta A. fraterculus sp. 1y otras especies de tefritidos durante
la adaptacion al laboratorio (Gilchrist et al., 2012; Parrefio et al., 2014; Zygouridis et al., 2014).
De hecho, las otras tres cepas de laboratorio analizadas aqui mostraron frecuencias sesgadas
de variantes cromosdémicas, como se esperaba para este tipo de colonias de laboratorio,
fundadas a partir de la cepa Af-IGEAF (Tabla 7). Por otro lado, los resultados del analisis de las
cepas de A. fraterculus Af-Cast-1 y Af-Cast-2, mostraron dos cariomorfos no detectados en
poblaciones silvestres (X,X,/X,Ys) y que tampoco habian sido observados en estudios previos.
Estos resultados demuestran la viabilidad de los mencionados cariomorfos minoritarios, que
pudieron ser evidenciados debido a procesos estocdsticos que influenciaron las frecuencias de
estas variantes de cromosomas sexuales en una colonia con tamaio poblacional reducido. A su
vez, no se observaron machos X,Y¢ en ninguna de las colonias y/o poblaciones silvestres
analizadas, hecho explicado principalmente por la baja frecuencia cromosémica de la variante
Y¢ detectada en ellas. A pesar de haber demostrado estadisticamente que las poblaciones de
esta especie de mosca se hallaban en equilibrio de Hardy-Weinberg para las variantes
cromosOmicas detectadas, estos cariomorfos ausentes, o menos frecuentes, en individuos
adultos y sus posibles incompatibilidades cromosémicas asociadas con la presencia de
Wolbachia necesitan de analisis mas detallados de cruzamientos dirigidos, incluido el analisis
de parametros como la fecundidad y la supervivencia larvaria, segun se evaluaron previamente
en otras especies de insectos (Lassy y Karr, 1996; Tram y Sullivan, 2002; Landmann et al., 2009;
Beckmann et al., 2017). Se ha relacionado a Wolbachia, por ejemplo, con la feminizacion de los
machos de algunas especies de insectos y crustdceos (como chicharritas y bichos bolita)
(Asgharian et al., 2014; Badawi et al., 2018) y también se la ha visto vinculada con eventos de
aberraciones sexuales que influyen en la determinacidn sexual de algunos insectos (Kageyama
y Traut, 2004). Si bien todavia no se la ha relacionado directamente con ninguno de estos
fendmenos en A. fraterculus sp. 1, se han obtenido los primeros resultados que indican
ausencia de aislamiento pre y post-cigético y la existencia por ejemplo de mecanismos
bioldgicos asociados a la matanza de machos, producto de la interaccidon entre Wolbachia y A.

fraterculus sp. 1 (Conte et al., 2019; Devescovi et al., 2019).
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La informacidn disponible con respecto a la distribucion de los morfotipos de A. fraterculus en
América del Sur y los estudios citolégicos realizados anteriormente, en conjunto con los
resultados aqui descritos, pueden ayudar a plantear algunas hipdtesis sobre la introduccién y
dispersion de A. fraterculus sp. 1 en el territorio argentino. Estudios recientes propusieron un
posible origen no monofilético de A. fraterculus en América del Sur. La expansién de esta
especie a diferentes regiones del continente sudamericano puede haberse iniciado por dos
rutas de invasion inconexas: un brazo se extenderia a lo largo del borde occidental, incluidas
las dreas de tierras altas y bajas de la regidn andina, y el otro a lo largo de la costa este de
Brasil (Selivon et al., 2005a; Hendrichs et al., 2015; Mengual et al., 2017). En este sentido,
consideramos que el morfotipo 1 brasilefio de A. fraterculus (hembras X;X; y machos X,Ys)
pudo haber ingresado a Argentina por el noreste (Misiones) desde Brasil. Este movimiento es
el esperado para este morfotipo de A. fraterculus, debido a la proximidad geografica y, se
evidencia por un cariomorfo conservado, descrito previamente para A. fraterculus de
Argentina por Selivon et al., (2005) y Goday et al., (2006) para A. fraterculus de Brasil. Otra
probable ruta de invasion seria por el noroeste del pais (Jujuy-Tucuman), por A. fraterculus
peruana. El cariotipo peruano fue descrito por primera vez por Caceres y colaboradores en el
afio 2009 y es similar al descrito anteriormente para el morfotipo ecuatoriano (Goday et al.,
2006). El andlisis citoldgico del morfotipo peruano mostré cromosomas sexuales de similar
longitud, denominados Xp e Yp. El cromosoma Xp tiene un bloque heterocromatico intersticial
prominente, mientras que el cromosoma Yp tiene un bloque positivo para DAPI ubicado en la
region centromérica del cromosoma (Caceres et al., 2009). En nuestro andlisis de 173
individuos de A. fraterculus sp. 1 pertenecientes a poblaciones silvestres argentinas, no
observamos cariomorfos similares a los descritos para el morfotipo peruano. Ademas, la
informacidn disponible actualmente no proporciona suficiente evidencia citogenética para
describir posibles eventos de hibridacién entre los morfotipos Brasil 1 y peruano, como los
descritos previamente por Selivon y colaboradores en los afios 1999 y 2005 y Caceres y
colabores en el 2009, mediante cruces controlados en laboratorio; pero se podrian hipotetizar
tedricamente.

Si bien los resultados que se muestran aqui apoyan la propuesta de un origen Unico de A.
fraterculus sp. 1 en Argentina, nos conducen a descartar una de nuestras hipdtesis de la
existencia de mayor variabilidad genética en las poblaciones silvestres de esta especie
comparadas con las poblaciones bajo cria artificial, tema ampliamente discutido y justificado
en los parrafos anteriores. Ademas, apoyan el planteo de un analisis citogenético adicional
(que incluya las poblaciones de Brasil y los paises del oeste de América del Sur), junto con

estudios genéticos y morfoldgicos. Dicho andlisis, podria contribuir a nuestro conocimiento
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sobre la dindmica de la variabilidad encontrada, las potenciales rutas de invasidn de esta plaga
en Argentina y nos ayudarian a plantear posibles hibridaciones entre los diferentes morfotipos
integrantes del complejo A. fraterculus.

A partir de los conocimientos generados en esta primera seccidn, se selecciond a la linea AF-Y

chico para continuar con los estudios de caracterizacién molecular del cromosoma Ys.

D2.3 Microdiseccidn del cromosoma Ys

La microdiseccidon cromosdémica se ha valido de los avances tecnoldgicos en el campo de la
citogenética y se ha acoplado con otras técnicas que mejoraron aun mas su aplicacién (Zhou y
Hu, 2007). En citogenética, la microdiseccidn laser se ha utilizado para aislar cromosomas
completos o partes de cromosomas (He et al., 1997; Hobza et al., 2004, 2015; Thalhammer et
al., 2004; Drosopoulou et al., 2012). Particularmente, en este trabajo se ha empleado esta
técnica con el objetivo de aislar el cromosoma Y5 para obtener secuencias de ADN especificas
de dicha variante, y asi comenzar a explorar su homologia con especies taxonémicamente
relacionadas y su posible funcidon. Como se describié en la seccidn de resultados de esta Tesis,
si bien se lograron amplificar por DOP-PCR los productos de microdiseccién y marcarlos con
fluorocromos, cuando se utilizaron como sondas en reacciones de FISH, no se obtuvieron
resultados positivos; no habiéndose observado hibridizacidon con la sonda utilizada. El control
de los ensayos realizado con la sonda de ADNr 18S, mostrd el resultado esperado de
hibridacién en ambos cromosomas sexuales. En este contexto, luego del andlisis de cada uno
de los pasos del proceso, y teniendo en cuenta la baja eficiencia que posee la técnica de
microdiseccion, se concluye que los microdisectores utilizados no fueron adecuados para este
material en particular. El microdisector del IByME (ArcturusXT, Life Technologies Applied
Biosystems) es apto para el corte de células enteras, y el equipo del DEGE (FCEyN-UBA) (Leica
Microsystems), si bien posee las caracteristicas apropiadas para realizar cortes de cromosomas
individuales, posee un laser cuya intensidad probablemente haya quemado por completo el
cromosoma disecado (al igual que el material cromosémico ubicado alrededor). Esto podria ir
en detrimento del proceso de amplificacién por DOP-PCR cuya enzima, la Thermo sequenase o
la Synergy Taqg (dependiendo el caso utilizado), se vale de pardmetros de funcionamiento de
muy baja especificidad, para permitir una primera amplificacién sin la necesidad de contar con
primers especificos de la regiéon de interés (y desconocida). Estas caracteristicas hacen al
proceso de amplificacién, particularmente susceptible a la obtencién de material espurio. Al
mismo tiempo, el mecanismo de decantacién de los fragmentos microdisecados en el tubo de
recepcion, presente en el modelo de microdisector Leica utilizado, no aseguré el correcto

ingreso de todos los cromosomas cortados. En conjunto, estos factores pudieron llevar a la
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obtencidn de: a) amplificacion y marcacion de material no proveniente de los cromosomas
disecados; b) degradacidn y/o modificacidén quimica del material cromosdmico por efecto de la

|ll

pulverizacién con el corte del laser, y luego amplificacidon y marcacién de material “impuro”; c)
una combinacién de ambas. De todas maneras, y aun no habiendo obtenido resultados
promisorios en este objetivo, se considera que la aproximacién por microdiseccion es
adecuada, y se continuaran realizando experimentos recurriendo a la colaboracidn de
investigadores especializados en laboratorios donde la técnica se realice de manera rutinaria
en insectos para la obtencién de sondas del material cromosémico deseado.

El proyecto propuesto incluye un abordaje integral citogenético de los cromosomas sexuales
de A. fraterculus sp. 1, de manera de aislarlos para secuenciar el cromosoma Ys en busca del
factor M determinante de la masculinidad en la especie. Como alternativa a los estudios de

microdiseccion, se propusieron ensayos de amplificacion de regiones especificas del

cromosoma Ys mediante el uso de la técnica de AFLP.

D2.4 AFLPs en A. fraterculus sp. 1

Las principales ventajas que muestra la técnica de AFLP, entre ellas: su replicabilidad, su
resolucidn y su facilidad de uso, fueron los motivos principales por los cuales se decidié aplicar
en A. fraterculus sp. 1 (Vos et al., 1995; Mueller y Wolfenbarger, 1999; Savelkoul et al., 1999).
Ademas, esta herramienta molecular nos permitia trabajar sin conocimientos previos de
secuencia gendmica y, en el momento de realizar los experimentos, no existian secuencias
conocidas de ADN para A. fraterculus sp. 1.

La estrategia para abordar el estudio molecular mediante AFLP fue a través de un experimento
preliminar (y exploratorio), en el cual se lograron obtener bandas diferenciales entre machos y
hembras que, se aislaron y se secuenciaron. Sin embargo, estas secuencias de ADN obtenidas
no evidenciaron similitud en las bases de datos (NCBI) con genes o regiones gendmicas
asociadas a la determinacion del sexo, este resultado no es llamativo, dada la diversidad a
nivel de secuencia de ADN de estas regiones gendmicas y la falta de informacién en especies
relacionadas, particularmente sobre secuencias de ADN especificas del cromosoma Y. Con el
fin de confirmar los resultados de diferenciacion entre sexos, observado en el ensayo
preliminar y, analizando un mayor nimero de pooles de individuos de cada sexo, se realizd un
segundo experimento que mostré resultados contradictorios. No se lograron obtener bandas
de AFLP caracteristicas y asociadas al sexo usando esta aproximacion. Existen algunos aspectos
técnicos de la metodologia utilizada que nos permiten justificar la falta de deteccién de
regiones especificas de sexo en nuestros experimentos. Por un lado, la actividad de las enzimas

de restriccion pudo verse afectada por la presencia de modificaciones post-traduccionales que
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pueden impedir la digestion de una determinada secuencia y su posterior amplificacion. Por
otro lado, la técnica de AFLP tiene limitaciones en la deteccion de regiones diferenciales, dado
qgue depende del reconocimiento de las enzimas de restricciéon utilizadas que reconocen
secuencias especificas en el ADN, con la consecuente reduccién de las regiones gendmicas a
detectar. Ademas, la utilizacién y analisis de esta técnica, implica una reducciéon de las
regiones gendmicas en estudio por la seleccién de fragmentos amplificados de un rango
especifico de tamano (100 a 600 pb), en el cual se comparan las muestras y se detectan los
fragmentos diferenciales. Inicialmente el disefio de los ensayos realizados parecié adecuado,
sin embargo, no se lograron identificar regiones gendmicas diferenciales. Existen en la
actualidad, varias alternativas robustas para explorar regiones especificas en el cromosoma Y,
siendo las técnicas de secuenciacion de genomas completos o particularmente la
secuenciacién del cromosoma Y mediante el uso de la tecnologia lllumina con lecturas largas o
PACBio (Papanicolaou et al., 2016; Meccariello et al. 2019; Bayega et al., 2020). Asimismo,
otras técnicas de citogenética como la hibridacidn in situ de genomas (GISH) (Xu et al., 2016) y
la hibridacion gendmica comparativa (CGH) (Kallioniemi et al., 1992) han demostrado ser de
gran utilidad para el estudio comparativo a nivel de los cromosomas y en particular, explorar
las diferencias moleculares entre los cromosomas sexuales en especies heterogaméticas (Traut
et al.,, 1999). En funcidn de lo expuesto, en el siguiente capitulo, nos abocamos a estudios
citogenéticos comparativos para continuar la caracterizacion de las variantes del par sexual en

A. fraterculus sp. 1.
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CAPITULO 3: Composicién molecular de los cromosomas sexuales de A. fraterculus

sp. 1 de Argentina

13: INTRODUCCION

Cromosomas sexuales, FISH, GISH y CGH

La determinacidn cromosdmica del sexo fue descrita por primera vez por Nettie Stevens en
1905, quien observé en los gusanos de la harina (Coleoptera: Tenebrionidae) que las células
masculinas portaban un cromosoma mas pequefio que el resto, mientras que las células
femeninas portaban todos los cromosomas del mismo tamafo (Stevens, 1905). Otros
investigadores tuvieron hallazgos similares en la misma época, pero propusieron a las
influencias ambientales como la causa principal de lo observado (Wilson, 1906), mientras que
Stevens continuaba apoyando la interpretacion de que el sexo estaba determinado
genéticamente (Furman et al., 2020).

Los cromosomas sexuales han evolucionado independientemente muchas veces durante la
vida eucariota, y representan un caso notable de convergencia evolutiva, donde cromosomas
sexuales no relacionados comparten caracteristicas entre taxones distantes (Bachtrog et al.,
2014; Wright et al., 2016; Furman et al., 2020). La informacion sobre estos cromosomas fue
aumentando y hoy se conocen detalles de los pasos generales involucrados en su evolucién
(Charlesworth et al., 2005; Kaiser y Bachtrog, 2010; Ellegren, 2011; Wright et al., 2016; Abbott
et al.,, 2017; Ponnikas et al., 2018). Sin embargo, las fuerzas evolutivas que impulsan la
diversidad de mecanismos de determinacidn del sexo, son poco comprendidas aun, y la mayor
parte del conocimiento se basa en la biologia de los cromosomas sexuales de unas pocas
especies modelo como Drosophila melanogaster (Bull, 1983; Bachtrog et al., 2014; Vicoso y
Bachtrog, 2015).

El modelo clasico supone que los cromosomas sexuales surgen de un par de autosomas tras la
adquisicion del locus maestro determinante del sexo (Bull, 1983; Charlesworth, 1991; Bachtrog
et al., 2014). La seleccion sexualmente antagdnica favorece la supresion de la recombinacion
entorno a la regién asociada a la determinacidn del sexo, que puede extenderse a todo el
cromosoma (Ohno, 1967; Charlesworth et al., 2005; Wright et al., 2016; Charlesworth, 2017;
Sember et al., 2020; Vigoder et al., 2021). La falta de recombinacién provoca un aumento de la
divergencia gendmica entre los cromosomas homdlogos y el cromosoma asociado con el sexo
heterogamético degenera gradualmente. Este proceso finalmente conducira a la formacion de

cromosomas sexuales morfologicamente diferentes (heteromorficos).
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Los sistemas XY se originarian cuando el locus de determinacion del sexo es el que determina
la masculinidad ("factor M"), mientras que los sistemas ZW se originarian a partir de un factor
genético determinante femenino ("factor F") (Charlesworth, 1991; Kaiser y Bachtrog, 2010;
Wright et al., 2016; Furman et al., 2020; Vigoder et al., 2021). En este sentido, el grado de
diferenciacién de los cromosomas sexuales dentro del sistema de determinacidn sexual, podria
pensarse como un continuo que va desde las especies con homologia completa (que se espera
en sistemas sexuales recientemente establecidos), hasta una diferenciacion cromosoémica casi
completa (encontrada por ejemplo en mamiferos y aves), que podria correlacionarse con el
tiempo de divergencia de las especies involucradas (Charlesworth et al., 2005; Palmer et al.,
2019; Furman et al., 2020; Vigoder et al., 2021).

Si bien los sistemas cromosémicos de determinacidn sexual son generalmente estables, en la
actualidad se conoce que las transiciones dentro de los diferentes grupos taxondmicos son
mas comunes de lo que se pensaba (Kaiser y Bachtrog, 2010; Bachtrog et al., 2011; Ashman et
al., 2014; Blackmon y Demuth, 2015; Vicoso y Bachtrog, 2015; Abbott et al., 2017; Blackmon et
al., 2017; Dupim et al., 2018; Jeffries et al., 2018; Pennell et al., 2018). Las variaciones en el
sistema sexual de un linaje tienen importantes implicancias evolutivas y ecoldgicas, afectando
el mantenimiento de la variacidon genética, el grado de endogamia y la tasa de adaptacién a
ambientes nuevos. Dichas alteraciones, generan consecuencias a largo plazo para la formacién
de nuevas especies y/o aumentando el riesgo de extincion (Ashman et al., 2014).

El desarrollo de las técnicas de hibridacidn in situ fluorescente (FISH) brindo la posibilidad de
abordar el estudio de las composicion molecular de los cromosomas de un organismo, a través
de la deteccién de la homologia existente entre dos secuencias de ADN, una utilizada como
sonda y la otra como blanco (Pinkel et al., 1986). La particularidad de este grupo de técnicas
consiste en ofrecer simultdneamente la posibilidad de deteccion de la homologia de secuencia
y de conocer su localizacion cromosdmica en el blanco. La hibridacién in situ gendmica (GISH),
es una técnica de hibridacién derivada de FISH, que utiliza como sonda el ADN gendmico
completo de un individuo marcado con algun fluorocromo (Xu et al., 2016). Se la ha utilizado
con éxito en la identificacidon del cromosoma W de diferentes especies de lepidépteros, para
resolver la constitucién de los sistemas multiples de cromosomas sexuales en hembras de la
misma especie y en la estimacidn de relaciones filogenéticas tanto en plantas como en
animales (Markova et al., 2007; Zhou et al., 2008), entre otros ejemplos.

Uno de los desarrollos mas significativos en la tecnologia FISH, fue la introduccién de la
hibridacion genémica comparativa (CGH) en 1992 (Kallioniemi et al., 1992). Esta técnica fue
desarrollada inicialmente para el andlisis citogenético-molecular de tumores sélidos humanos

y, con el tiempo, su uso se ha extendido a estudios evolutivos y descriptivos en diferentes
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especies, incluyendo a los insectos (Toder et al., 1998; Traut et al., 1999; Dunham et al., 2002;
Sahara et al.,, 2003; Neusser et al., 2005; Pinkel y Albertson, 2005; Ddvila-Rodriguez et al.,
2009; Gosalvez et al., 2010; Nieves et al., 2010; Fantini et al., 2011; Yu et al., 2012). Se basa en
la hibridacion de dos genomas completos, marcados con fluorocromos diferentes y utilizados
como sondas (Figura 40) y su utilidad radica en evidenciar las diferencias y las similitudes entre
los genomas en estudio en un solo experimento, las cuales no podrian detectarse con la
aplicacion repetida de otras técnicas de citogenética molecular. Si bien esta dirigida a resaltar
las diferencias de ADN, no requiere un conocimiento previo de la composicién de secuencia y

no esta restringida a un grupo especifico de organismos (Traut et al., 2001).

ADN © ADN &

ambos genomas

l

FISH convencional
sobre M! de ambos sexos

=k ==V

= === —
I—= % X \ —m %
Y E— Y
Completa diferenciacion Evoluciénincompleta del sistema sexual

Figura 40: Principios de la técnica de CGH. Extraido y modificado de Fantini, 2015.

Cuando la técnica de CGH es empleada en el andlisis de la composicion molecular del cariotipo
de un organismo con sistema de determinacion sexual XY, el cromosoma Y se marca
preferentemente con la sonda masculina, los cromosomas X con la sonda femenina y los
autosomas muestran una sefial equilibrada. Observaciones de este tipo, denotan una
completa diferenciacion de los cromosomas sexuales de la especie en estudio y se deben a la
presencia de una sola copia del cromosoma X en el genoma masculino y dos copias en el
genoma femenino (Traut et al., 2001; Baker y Wilkinson, 2010; Landeen y Presgraves, 2013;
Sember et al., 2020). Por otra parte, si los cromosomas sexuales que se estan estudiando, no

se diferencian por completo desde el punto de vista molecular, podrian existir por ejemplo,
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sefales positivas de sonda femenina en el cromosoma Y de la especie o viceversa y, de esta
manera, evidenciar una evolucién incompleta del sistema sexual (Landeen y Presgraves, 2013).
También se ha demostrado que el CGH es un método confiable y ventajoso para identificar
cromosomas sexuales homomorficos, asi como para delimitar a gran escala, regiones
cromosodmicas especificas del sexo en cromosomas sexuales de diferente edad evolutiva (Traut
et al., 2001; Vitkova et al., 2007; Sichova et al., 2015; Sember et al., 2018, 2020; De Moraes et
al., 2019).

En este trabajo de Tesis, las caracteristicas referidas a la técnica de CGH fundamentan su
eleccién como metodologia de analisis de la composicién molecular de los cromosomas
sexuales de A. fraterculus sp. 1, como alternativa a la utilizacion de las técnicas de

microdiseccion cromosdmica y AFLP.
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3- Analizar la composicién molecular de los cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1

mediante técnicas de GISH y CGH.
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MM3: MATERIALES Y METODOS
MM3.1: Objetivo 3- Citogenética molecular: GISH y CGH en preparaciones de

cromosomas mitoticos

MM3.1.1 Material Bioldgico
El material bioldgico utilizado para la realizacion de este objetivo, provino de las lineas

establecidas en nuestro laboratorio y detalladas en MM1.1.1 y MM1.2.1.

MM3.1.2 Generacidn de las sondas para GISH y CGH

Diseccidn de larvas de A. fraterculus

Se disecaron larvas en estadio 3 de A. fraterculus para la obtencién del ganglio cerebral para
realizar los preparados de cromosomas mitdticos siguiendo el protocolo detallado en
MM1.1.2. Paralelamente, se colocé el resto de los tejidos de la larva en buffer de extraccién de
ADN para, una vez identificado el cariotipo, realizar la extraccion de ADN.

Extraccion de ADN

Para la obtencidn del ADN gendémico total de machos y hembras de A. fraterculus sp. 1 para
generar las sondas, se empled el método descrito por Hoisington y Gonzdlez de Ledn (1994),
con modificaciones (seccion MM1.3.2).

Cuantificacion de ADN

La concentracién y la calidad del ADN se determind por electroforesis en gel de agarosa y por
espectrofotometria utilizando un equipo Nanodrop 1000©, de la manera descrita en MM1.3.2.

Marcacién de las sondas para GISH y CGH

La marcacion de las sondas, se realizd en forma directa (Fantini, 2015), con una concentracion
final (C¢) [20 ng/ul] de ADN total para 50 pl de reaccidn, de la misma manera en que se
describe en MM1.3.2.

Confirmacion de marcacion de las sondas

Para confirmar que las sondas para CGH se encontraban correctamente marcadas, se realizd
una electroforesis en gel de agarosa 1 % y también se realizaron reacciones de GISH.

- Los geles de agarosa tienen una concentracion de 1 % p/v en Buffer TBE 0,5 % v/v. Se les
adiciona Gel Red en una concentracién de 1 pg/ml de gel. El ADN se visualiza en un
transiluminador UV, donde el ADN marcado se corre en forma paralela con muestras de ADN

sin marcar que, por ser mas liviano, se desplaza mas rapido que el marcado en el gel.

MM3.1.3 GISH
- Las preparaciones de cromosomas mitéticos se realizan siguiendo el protocolo tradicional,

citado en la seccion MM1.1.2. Brevemente,
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- Se envejecen 2 6 3 dias a 25°C antes de proceder a la hibridacién.

- Para cada preparacién se utiliza 1 pl sonda + 5 pl mix que se calienta a 70°C durante 7 min
para desnaturalizar la sonda.

- Los preparados se desnaturalizan en una solucién de formamida 70 % (en ETOH 100 %) a
70°C, durante 2 min.

- Luego de la desnaturalizacién del preparado, se realiza la deshidratacién en una serie de
alcoholes (70 % enjuague, 70 %, 90 %, 100 %), 2 min cada uno y se deja secar al aire.

- Una vez secado el preparado, se realiza la hibridacién, se vierte sobre la regién del preparado
donde se encuentra el tejido fijado, la sonda y se deja en estufa ON a 40-45°C, en camara
humeda.

- Al dia siguiente, se los revela mediante un revelado rapido: 0,4xSSC/0,3 % Tween, 70°C, 2 min
y 2xSSC/0,1 % Tween, TA, 2 min.

- Después del revelado, se tifien con DAPI y se montan con antifade (ThermoFisher Scientific)

para su observacién con microscopio de epifluorescencia Olympus BX40F.

MM3.1.4 CGH

Se aplicd el protocolo descrito por Sahara et al. (2003), con algunas modificaciones.
Brevemente,

- Las preparaciones de cromosomas mitéticos, se realizan siguiendo el protocolo tradicional,
citado en la seccion MM1.1.2.

- Se envejecen 2 6 3 dias a 25°C antes de proceder a la hibridacién.

- La mezcla de sondas a utilizar, se prepara con 2 pl sonda 1 + 2 pl sonda 2 + 5 pl mix. Esta
mezcla se desnaturaliza primero a 70°C, durante 7 min y luego se la deja en estufa a 37°C,
durante 90 min para co-hibridar en forma lenta. La mezcla de hibridaciéon contiene 30 % de

formamida, 30 % de polietilenglicol, 10 % de 2xSSC, 28 % de Nal y 2 % de Tween.

Tabla 10: Cdcteles de sonda utilizados para analizar los diferentes cariomorfos de A. fraterculus sp. 1

Coctel de sondas (1) (2)
Cariomorfos X:X; rojo/X,Ys verde | X X; verde/X;X, rojo

XXy \/ —

Xa¥s Vv v

X1X; \/ _
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- Los preparados se tratan con RNAsa, a 37°C durante 60 min. Se utiliza 1 pl RNAsa (1 mg/ml) +
4 ul 2xSSC por campo.

- Se enjuagan luego los vidrios en una solucidn de 2xSSC y se desnaturalizan en una solucién de
formamida 70 % a 68°C, durante 3,5 min.

- Luego de la desnaturalizacién del preparado, se realiza la deshidratacién en una serie de
alcoholes (70 % enjuague, 70 %, 90 %, 100 %), 2 min cada uno y se deja secar al aire.

- Una vez secado el preparado, se realiza la hibridacién, se vierte sobre la regién del preparado
donde se encuentra el tejido fijado la mezcla de sondas y se deja en estufa ON a 45°C, en
camara humeda.

- Al dia siguiente, se los revela mediante un revelado rapido: 0,4xSSC/0,3 % Tween, 70°C, 2 min
y 2xSSC/0,1 % Tween, TA, 2 min.

- Después del revelado, se tifien con DAPI y se montan con antifade (ThermoFisher Scientific)

para su observacion con microscopio de epifluorescencia.
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R3: COMPOSICION MOLECULAR DE LOS CROMOSOMAS SEXUALES

R3.1 GISH en Anastrepha fraterculus sp. 1

Se aplico la técnica de GISH sobre metafases mitéticas de ganglio cerebral de larvas de 3er.
estadio de A. fraterculus sp. 1 con dos finalidades: 1) para confirmar la marcacién de las sondas
gendmicas obtenidas de hembras y de machos adultos y, 2) como control de especificidad de
las mismas sondas, demostrando que el complemento cromosémico completo de cada sexo
mostraba hibridacién positiva. Se muestra en la Figura 41, una metafase de un macho de A.
fraterculus sp. 1, en una reaccién de GISH, donde su genoma (utilizado como sonda), se marcé
con rodamina (rojo). Al igual que lo ocurrido cuando el individuo analizado fue hembra y se
utilizé su genoma marcado como sonda, todo el complemento cromosémico se tifié del color

del fluorocromo utilizado para realizar la marcacion.

DAPI Sonda Fusion

10 pm

Figura 41: GISH de un macho de A. fraterculus sp. 1. A) Tincién con DAPI, B) sonda (genoma completo, marcado con
rodamina), C) Fusién de las imagenes tomadas con los filtros para azul y rojo.

R3.2 CGH en Anastrepha fraterculus sp. 1

En la Figura 42, se muestran los resultados de los experimentos de CGH de hembras con
cariotipo X;X; y machos X;Y; utilizando el coctel 1 de sondas (X;X; rojo/X,Ys verde, Tabla 10).

Los cromosomas X; de las hembras (Figura 42, A-D), muestran una hibridacién completa en
rojo, dejando las regiones teloméricas sin tefir, al igual que lo que se observa en el
cromosoma X; de las metafases de macho X;Ys. Por otro lado, el cromosoma Ys de las
metafases masculinas analizadas con el mismo céctel de sondas (Figura 42, E-H), mostré una
sefial roja en la regiéon centromérica del cromosoma, correspondiente a una hibridacién
positiva con la sonda del genoma de hembra (Figura 42, F y H), y una sefial fluorescente verde
hacia las regiones teloméricas de dicho cromosoma, exhibiendo una hibridacidn positiva con la

sonda del genoma de macho (Figura 42, G y H).
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o 3
(X1X1) (X1Y5)

DAPI

Sonda Roja @

Sonda verde &

Fusion

10 pm

Figura 42: CGH en A. fraterculus sp. 1. A- D= Metafases de Hembra X;X; (DAPI, sonda roja, sonda verde, fusidn de las
imagenes tomadas con todos los filtros), respectivamente). E-H= metafases de macho X;Ys (DAPI, sonda roja, sonda
verde, fusion de las imagenes tomadas con todos los filtros, respectivamente).
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Para analizar la composicién molecular de la variante X,, se estudiaron preparaciones de
hembras con cariotipo X;X,, con el mismo cdctel de sondas utilizado anteriormente (céctel 1,
Tabla 10). Los resultados pueden observarse en la Figura 43 (A-D), donde ambas variantes de
cromosoma X (X; y X,), presentaron el mismo patron de hibridacion observado para el
cromosoma X; de las hembras con cariotipo X.X;. Se corrobord la hibridacién casi completa
con la sonda femenina que excluye nuevamente a los teldmeros e incluye esta vez, al satélite
distal de la variante X, (Figura 43, By D).

Al mismo tiempo se analizaron metafases de machos X,Ys, utilizando el segundo céctel de
sondas (X1X; verde/X:X, rojo, Tabla 10, Figura 44). En este caso, se observé un cromosoma X;
con una sefial roja intensa (Figura 44 B) e hibridado débilmente, a su vez, con la sonda verde
(Figura 44 C), debido probablemente a una deficiencia de incorporacién del fluorocromo
verde. El cromosoma Ys, por su lado, no evidencié hibridacién positiva con el coctel de sondas
usado (Figura 44 Cy D). Con este experimento, se corrobora el patrén de hibridacién descrito
para el X; que no incluye los extremos del cromosoma (Figura 44 B-D) e indirectamente,
demuestra la falta de homologia entre el cromosoma X, y el Y5 ya que, por las caracteristicas
de la técnica de CGH, quedaban disponibles para la hibridacidn, un cromosoma X marcado en

verde (X;) y un cromosoma X marcado en rojo (X5).
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DAPI

Sonda Roja

Sonda Verde

Fusion

10 pm

Figura 43: CGH de una hembra con cariotipo X;X,, con sonda X;X; marcada en rojo y sonda X,Ys marcada
en verde. A) Tincién con DAPI, B) sonda roja (cariotipo X;X;, marcado con rodamina), C) sonda verde (cariotipo

X1Ys, marcado con fluoresceina) y D) Fusion de las imagenes tomadas con los filtros rojo y verde.
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DAPI

Sonda Roja
f1=X1X2
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Figura 44: CGH de un macho con cariotipo X,Ys, con sonda X;X, marcada en rojo y sonda X;X; marcada
en verde. Ay E) Tincién con DAPI, B y F) sonda roja (cariotipo X;X,, marcado con rodamina), Cy G) sonda verde

(cariotipo X;X;, marcado con fluoresceina) y D y H) Fusidn de las imagenes tomadas con los filtros rojo y verde.
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D3: DISCUSION

Los resultados obtenidos en este ultimo capitulo de la Tesis, complementan la caracterizacion
de los cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1, abordada en los capitulos anteriores y
permite avanzar en el conocimiento molecular de estos cromosomas. Mediante la técnica de
CGH se lograron localizar regiones de similar composicidn nucleotidica y, asimismo, evidenciar
diferenciacion molecular entre los cromosomas sexuales del morfotipo de A. fraterculus

presente en nuestro pais.

GISH y CGH en A. fraterculus sp. 1

La utilizacidon de sondas de ADN gendmico provenientes de individuos machos y hembras, ha
permitido explorar la composicion molecular de los cromosomas sexuales en los organismos
qgue poseen un sistema de determinacidn cromosdmica del sexo. En A. fraterculus sp. 1, los
estudios de CGH llevados a cabo permitieron confirmar nuestra hipdtesis de trabajo al
identificar diferencias en la composicibn molecular entre los cromosomas X e Y.
Particularmente, la variante cromosémica X, posee el mismo patrén de hibridacidon que el
cromosoma X; (Figura 43), evidenciando la homologia existente entre ambas variantes (X; y X,)
y, denotando en forma indirecta, la ausencia de homologia con el cromosoma Y5 (Figura 44).
Asimismo, la diferencia de morfologia observada entre las variantes de cromosomas X, se debe
a un satélite localizado en la regién distal de la variante X,, el cual produce la diferencia de
tamafio entre dichos cromosomas X. Ademas, el complemento autosémico mostré una
fluorescencia equilibrada en todos los experimentos realizados, como era de esperarse debido
a la naturaleza de estos cromosomas y como fue observado en otras especies (Traut, 1999;
Traut et al., 2001).

Los resultados obtenidos en este capitulo, ponen a disposicion nuevos conocimientos que
reforzarian la idea de un origen comun de las variantes de cromosomas X descritas (X; y X,),
con una posterior diferenciacion del cromosoma Ys, y otorgan evidencias plausibles sobre el
proceso evolutivo que atraviesa actualmente A. fraterculus sp. 1. Futuros experimentos de
CGH de individuos que porten a la variante Yg¢ en sus cariotipos, permitirian profundizar los
conocimientos sobre la composicion molecular de dicho cromosoma que no pudo ser
estudiada aun. Asimismo, otras técnicas modernas de citogenética, como el pintado completo
de cromosomas (Pita et al., 2017; Hou et al., 2018; Hua y Mikawa, 2018; Albert et al., 2019;
Gokhman et al.,, 2019), en conjunto con estudios de secuencias de genoma completo
(Papanicolaou et al., 2016; Bayega et al., 2020), permitiran profundizar el estudio molecular de

las variantes de cromosomas sexuales registradas en A. fraterculus sp. 1 de Argentina.
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Anastrepha fraterculus sp. 1y el sistema de determinacion sexual XY

Como se describié a lo largo de todo este trabajo de Tesis, los distintos caminos evolutivos
generalmente apuntan hacia cromosomas sexuales altamente diferenciados: un cromosoma Y
degenerado y pobre en genes y un cromosoma X, con dosis compensada (Charlesworth y
Charlesworth, 2000; Bachtrog, 2006, 2013; Vicoso y Bachtrog, 2015). En este sentido, el
sistema de determinacion sexual identificado en A. fraterculus sp. 1, se encontraria en activa
diferenciacion molecular. Antes de discutir particularmente los resultados de CGH, realizados
en los cromosomas mitéticos de nuestra especie de estudio, deberia tenerse en cuenta que la
eficacia de dicha técnica podria verse limitada al tratar de identificar cromosomas sexuales
demasiados jévenes, con secuencias especificas de sexo muy pequefias, como se demostré por
ejemplo, en la iguana Oplurus fierinensis (Altmanova et al.,, 2016; Yano et al., 2017).
Especificamente, los resultados obtenidos en A. fraterculus sp. 1, evidenciaron que el
cromosoma X; porta secuencias femeninas en toda su extensién, sin incluir los extremos
teloméricos (Figura 42, A-D) e indicando una completa diferenciacién molecular de este
cromosoma, en comparacion con el cromosoma Y. Por el contrario, el cromosoma Ys aun
conserva secuencias de ADN femenino en su region centromérica, mientras que en el resto del
cromosoma sélo se encontraron secuencias derivadas del cromosoma Y (Figura 42, E-H).

A partir del conocimiento de que los cromosomas sexuales derivan de autosomas, y que por la
adquisicion del factor determinante del sexo (factor M en sistemas XY) se suprime la
recombinacidn entre ellos, este evento propicia el inicio del proceso de diferenciacién entre
los cromosomas sexuales hasta tener una composicion molecular distinta que indica su
“momento” en el camino evolutivo. El resultado obtenido en A. fraterculus sp. 1 tiene
entonces dos importantes implicancias en relacién al estudio de su determinacién sexual,
primero, el centrémero no es la zona de alojamiento del factor determinante de Ia
masculinidad aunque si, lo seria la regién que lo rodea (regién pericentromérica). Este ultimo
resultado, estd basado en lo anteriormente descrito en Ceratitis capitata (Lifschitz y Cladera,
1989; Willhoeft y Franz, 1996; Meccariello et al., 2019). Segundo, el sistema sexual es joven en
términos evolutivos, en relacién al grado de diferenciacidn observado entre los cromosomas
sexuales de la especie, luego de los estudios de CGH realizados. En este sentido, antecedentes
en el estudio del cromosoma Y del pez lobo Hoplias malabaricus, observaron una acumulacion
de secuencias de ADN masculino en la region pericentromérica de dicho cromosoma e
infirieron que dicho patrén reflejaba una etapa incipiente de diferenciacion dentro de la region
especifica masculina de los cariomorfos estudiados (de Freitas et al., 2018; de Oliveira et al.,

2019; Sember et al., 2018).
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DG: DISCUSION GENERAL

Los estudios de citogenética y gendmica han resultado ser importantes herramientas para el
estudio de la biodiversidad y la taxonomia en numerosos organismos, particularmente
ayudando en la identificacidn de especies cripticas (Singh, 2016; de Moraes et al., 2017; Fuller
et al., 2019). Sin embargo, dentro de los insectos, las especies de moscas que pertenecen al
complejo Anastrepha fraterculus sensu stricto, siguen escasamente exploradas en estos
campos, siendo parcial la informacién disponible sobre los morfotipos integrantes del mismo
(Basso et al.2003; Lifschitz et al., 1999; Basso, 2003; Selivon et al., 2005a, 2005b, 2022;
Giardini, 2006; Goday et al., 2006; Giardini et al., 2015). En este sentido, el desafio principal
para este trabajo de Tesis Doctoral, fue profundizar el estudio de los cromosomas de uno de
los miembros del complejo A. fraterculus, denominado A. fraterculus sp. 1. El objetivo a largo
plazo de este estudio, y quizas de todos los trabajos que involucran especies plaga, es aportar
informacidn original y aplicable a su control. En general, para poder desarrollar e implementar
técnicas de control de plagas especificas y amigables con el medio ambiente, como la TIE, es
fundamental dilucidar si nos encontramos frente a una o mas entidades bioldgicas a combatir.
La implementacién de la TIE considera como un aspecto clave de la biologia de la especie
blanco, la compatibilidad reproductiva entre organismos, dado que se basa en el apareamiento
de los insectos estériles liberados con los silvestres (Knipling, 1955; Munhenga et al., 2011;
Cladera et al.,, 2014). En este contexto, los antecedentes disponibles sobre el complejo de
especies cripticas A. fraterculus y sus morfotipos, los estudios previos realizados
especificamente sobre el morfotipo 1 y los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis,
evidencian la presencia de un Unico miembro de dicho complejo en nuestro pais, mostrando
matices de complejidad genética dentro de este grupo taxondmico. Asimismo la informacion
obtenida y analizada aqui sobre A. fraterculus sp. 1, podria ser aplicada al estudio ampliado de
los otros morfotipos complementando los antecedentes previos en estudios citogenéticos
(Selivon et al., 2005a, 2005b, 2022; Giardini, 2006; Goday et al., 2006; Castafieda et al., 2015;
Giardini et al., 2015; Canal et al., 2018).

Caracterizacion de los cromosomas mitoticos y politénicos de A. fraterculus sp. 1

La identificacién de polimorfismos en los cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1, nos
llevd a profundizar la caracterizacion de las variantes identificadas. Los resultados mostraron
una diferencia en la composicion de bases de los bloques de heterocromatina del cromosoma
X (X1 y X;), con respecto al cromosoma Y (Ys). Estas diferencias habian sido reportadas

previamente en A. fraterculus sp. 3 y se propuso que dicha variabilidad se corresponde con
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una historia evolutiva mas reciente, en comparacion con las otras especies de Anastrepha
(Norrbom et al., 1999; Goday et al., 2006).

En relacidn al estudio citogenético- molecular del cariotipo mitdtico, los experimentos de FISH
con una sonda especifica del gen 18S del arreglo de genes ribosomales, disefiada para nuestro
morfotipo, nos permitieron localizar inequivocamente esta regién gendmica, en los extremos
distales de ambas variantes de cromosoma X y en los dos bloques de heterocromatina del
cromosoma Ys. Dichos resultados confirman lo observado en nuestro laboratorio
anteriormente (Giardini et al., 2015) y, concuerdan con los hallados por Goday y
colaboradores, utilizando una sonda heterdloga de Drosophila melanogaster (Goday et al.,
2006).

Por otro lado, el mapa detallado de cromosomas politénicos obtenido como producto de esta
Tesis, permitio reafirmar la presencia de cinco elementos politenizados que corresponden a los
autosomas de A. fraterculus sp. 1. Asimismo, se confirmaron ciertas caracteristicas del
complemento politénico que habian sido previamente observadas en otros tefritidos, como la
disposicion de los cromosomas sin formacién de cromocentro y el apareamiento ectdpico de
sus telémeros (Mavragani-Tsipidou et al., 1992; Zhao et al., 1998; Garcia-Martinez et al., 2009;
Giardini et al.,, 2009; Zacharopoulou et al., 2011, entre otros). El patron de bandas
caracteristico, constante y distintivo de estos cromosomas, permitiria realizar una correlacién
entre la estructura cromosdmica y génica de A. fraterculus sp. 1 y comparar esta informacién
con los demas miembros del complejo de especies cripticas identificados hasta el momento
(Gariou-Papalexiou et al., 1999; Zhimulev et al., 2004; Sumner, 2008). Si bien ya se habia
observado que los cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1 no forman elementos
politenizados (Giardini et al., 2009), los ensayos de FISH realizados con la sonda de ADNr 18S
fueron concluyentes en confirmar de una manera directa la no-politenizacién de estos
cromosomas, al obtener una sefal positiva en una regién de heterocromatina no condensada.
En concordancia con estos resultados Drosopoulou y colaboradores describieron la no-
politenizacién de los cromosomas sexuales de Bactrocera oleae (Diptera: Tephritidae), a partir
de la generacidn de sondas de FISH especificas de cada cromosoma sexual, obtenidas por

microdiseccién cromosémica (Drosopoulou et al., 2012).

Distribucion geogrdfica de los cariomorfos de A. fraterculus sp. 1. Posibles rutas de
introduccion de la plaga a nuestro pais

La identificacién y caracterizaciéon de los polimorfismos de cromosomas sexuales de A.
fraterculus sp. 1, logrados como producto de esta Tesis, llevaron a la realizacion de andlisis

poblacionales para conocer sus frecuencias en las poblaciones silvestres de Argentina. En este
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sentido, las variantes de cromosomas sexuales halladas en las poblaciones silvestres (X4, X5, Ys
e Yg) coinciden con las que se habian descrito en las poblaciones de laboratorio que a su vez,
difieren con las reportadas previamente (Lifschitz et al., 1999; Manso and Basso, 1999; Basso
et al.,, 2003; Basso, 2017; Basso et al., 2019). Luego del exhaustivo trabajo de muestreo
informado en esta Tesis se concluye que sélo dos tipos de cromosomas X (X; y X,) y dos de
cromosomas Y (Ys e Yg) coexisten en la actualidad y se mantienen con frecuencias
cromosdmicas en equilibrio. Posiblemente las formas cromosdémicas reportadas previamente
(Lifschitz et al., 1999; Manso y Basso, 1999; Basso et al., 2003) se encontraban en muy baja
frecuencia, o en poblaciones aisladas y, por ese motivo, no han sido encontradas en los
muestreos realizados en la actualidad, en concordancia con fenémenos similares de pérdida de
variabilidad genética o cuellos de botella asociados a la colonizacién y dispersién de la plaga
descritos previamente (Hedrick, 1981; Berry et al., 1991).

Los resultados mostrados en esta Tesis confirman que el morfotipo presente en Argentina,
corresponde a A. fraterculus sp. 1 y es el Unico miembro del complejo A. fraterculus sensu
stricto identificado en nuestro pais hasta el momento. Asimismo, se evidencié que los
polimorfismos cromosdmicos sexuales descritos, coexisten tanto en las poblaciones naturales
como en las lineas establecidas en el laboratorio.

La caracterizacion citogenética realizada en las poblaciones establecidas en nuestro
laboratorio, permitié detectar en las lineas de laboratorio Af-Cast-1 y Af-Cast-2 (portadoras de
diferentes cepas de Wolbachia sp.), dos cariomorfos que no se habian observado antes
(hembras X,X, y machos X,Ys). Este hallazgo se considera como potencial disparador de
estudios mas profundos sobre la incidencia de Wolbachia con respecto a la frecuencia de los
cariomorfos de A. fraterculus descritos en nuestro pais (Lassy y Karr, 1996; Tram y Sullivan,
2002; Landmann et al., 2009; Beckmann et al., 2017).

Examinando conjuntamente, los analisis citoldgicos realizados en las poblaciones silvestres de
A. fraterculus sp. 1 y los conocimientos previos de la distribucion geografica de los morfotipos
de A. fraterculus en Sudamérica, es posible generar una hipdtesis sobre el ingreso del
morfotipo 1 (particularmente de los cariomorfos mas frecuentes X;Xi/X.Ys) a nuestro pais.
Considerando los patrones de dispersidon de la mosca, el ingreso podria haber ocurrido por
Misiones proveniente de Brasil, dada la presencia de este morfotipo en el limite geografico
entre ambos paises (Selivon et al., 2005; Goday et al., 2006; Giardini et al., 2015). Asimismo, en
cuanto al posible origen no-monofilético de A. fraterculus en América del Sur planteado
recientemente (Hendrichs et al.,, 2015; Mengual et al.,, 2017), los estudios poblacionales
efectuados, no son concluyentes. Futuros estudios de hibridacién entre morfotipos dentro del

complejo A. fraterculus, en combinacion con estudios citogenéticos y de parametros bioldgicos

114



Maria Cecilia Giardini Discusion General

de las entidades puras y sus hibridos, y su descendencia permitiran realizar nuevas
interpretaciones respecto de las distintas hipdtesis sobre el origen y diversificacion de la

especie (Caceres et al., 2009; Gilchrist et al., 2014; Vilardi et al., 2021; Selivon et al., 2022).

Origen de las variantes de cromosomas sexuales en A. fraterculus sp. 1: Reordenamientos
cromosomicos y Heterocromatinizacion

La descripcidn de los cariomorfos presentes en las poblaciones silvestres y de laboratorio de A.
fraterculus sp. 1y el estudio estadistico de sus frecuencias poblacionales, nos permiten realizar
inferencias sobre la generacidn de las variantes cromosdmicas minoritarias a partir de las mas
frecuentes. Como resultado de nuestras observaciones planteamos la hipdtesis de que el
cromosoma X, podria haberse originado a partir del X;, mediante una duplicacién del bloque
heterocromdtico proximal, seguida de una ruptura cromosdémica y una posterior unién a la

region telomeérica distal, dando lugar al satélite heterocromatico X, (Figura 45 B, izquierda).

A B
Y5 Y6 X1 X2 Y5 Y6
X1 X2
ol ==
e
> [ | Expansidén
u . Heterocromatinica
Duplicacion del
extremo proximal

Figura 45: Esquema de formacidn de las variantes cromosdmicas minoritarias, a partir de reordenamientos
cromosémicos de las mas frecuentes. En A, se esquematizan las variantes cromosOmicas existentes en A. fraterculus
sp. 1y en B, se esquematiza la hipdtesis planteada.

Esta hipdtesis es apoyada por estudios previos sobre el comportamiento de los cromosomas
durante la divisién celular, en la cual, los centrdmeros adoptan una estructura compleja que
los expone como sitios Iabiles para reordenamientos cromosémicos (Santaguida y Musacchio,
2009; Tanaka et al., 2013; Barra y Fachinetti, 2018). Para nuestro estudio, estos antecedentes
apoyarian la hipdtesis de que el sitio cromosémico mas probable de sufrir duplicacidn y/o
rotura en el cromosoma X; para formar el satélite del X, es la zona proximal vy
pericentromérica. Ademas, las regiones cromosémicas donde se encuentran secuencias

repetitivas, parecen ser zonas “sustrato” para que ocurran reordenamientos cromosémicos,
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como las inversiones (Bailey et al., 2004; Cordaux y Batzer, 2009; Potter et al., 2017). Por otro
lado, en cuanto al surgimiento de la variante Yq se propone que dicho cromosoma podria
derivar del Y5 por duplicacidén y expansion del bloque heterocromatico mas grande (Figura 45
B, derecha). Este fendmeno de expansidon heterocromatica, ha sido reportada previamente en
poblaciones naturales de peces, denominados cominmente como, cuchillo de cristal (De
Almeida Toledo y Foresti, 2001; Henning et al., 2011). Estos autores concluyen que la
restriccion de la recombinacidn suele ser mas drdstica en las regiones aledafias al locus de
determinacidon del sexo del cromosoma Y y, por lo tanto, se espera que conduzca a una
degeneracién génica y a una mayor expansién del ADN repetitivo en dicho cromosoma
(Charlesworth, 1991; Henning et al., 2011). Esto explicaria la expansién marcada del bloque de
heterocromatina, que se observa fundamentalmente, en el brazo largo del cromosoma Y;s
dando lugar a la variante Yg de A. fraterculus sp. 1. Mas aun, la generacion de ambas variantes
cromosdémicas minoritarias (X, e Yg) podria explicarse en el contexto de un proceso
denominado heterocromatinizacion, componente de un mecanismo mas complejo llamado
regulacidon eurigénica (Zuckerkandl y Hennig, 1995). Como parte de la dindmica cromosdémica y
celular, es frecuente observar eventos de ruptura de un extremo o segmento cromosémico
gue dejan regiones labiles, propensas a heterocromatinizacién. La heterocromatina se
propagaria luego mediante "contagio por proximidad", estabilizando las estructuras de
cromatina mas abiertas (Dorer y Henikoff, 1994; Elder y Turner, 1995; Nieves, 2007). En gran
diversidad de organismos, la heterocromatinizacidn, acompainada por la amplificacién de
repeticiones en tandem, representa un paso importante en la diferenciacién morfolédgica de
sistemas de cromosomas sexuales simples, como el descrito en A. fraterculus sp. 1 (Nanda et
al., 2000; Kondo et al., 2004; Marchal et al., 2004; Peichel et al.,, 2004; Charlesworth et al.,
2005; Ezaz et al., 2009; Kejnovsky et al., 2009).

Localizacion del factor M: Evidencias a partir de antecedentes en otras especies

Teniendo en cuenta los antecedentes registrados en C. capitata con respecto a la identificacion
y localizacidn de regiones gendmicas asociadas a la masculinidad en la regién pericentromérica
del cromosoma Y (Lifschitz y Cladera, 1989; Willhoeft y Franz, 1996; Meccariello et al., 2019),
en esta Tesis se realizaron los experimentos de AFLP y microdiseccién orientados a conocer la
estructura molecular de ese cromosoma sexual en A. fraterculus. Si bien estos ensayos no
arrojaron resultados positivos, permitieron evaluar nuevas posibilidades metodoldgicas
basadas en abordajes moleculares. En este sentido, los conocimientos futuros sobre el genoma

completo de A. fraterculus sp. 1, en conjunto con la utilizacién de técnicas de citogenética
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molecular, permitiran reformular y concretar el objetivo de hallar secuencias de ADN asociadas
a la determinacién del sexo localizadas en el cromosoma Y, en nuestra especie de estudio.
Siguiendo la misma linea de razonamiento, y con el objetivo de continuar explorando la
composicion molecular de los cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1, se puso a punto la
técnica de CGH. Los experimentos de hibridacién comparativa de genomas fueron
concluyentes en evidenciar el alto grado de diferenciacién molecular existente entre los
cromosomas sexuales de la especie. El cromosoma X (particularmente sus variantes X; y X,), se
encuentra completamente diferenciado del cromosoma Y, mostrando sélo ADN femenino en
toda su extension. Contrariamente, el cromosoma Ys conserva secuencias de ADN de hembra
en la regidn centromérica, mientras que el resto del cromosoma presenta sélo secuencias
derivadas de macho. Al igual que en los organismos donde se utilizé la técnica de CGH
previamente (Traut et al., 1999; Montiel et al., 2017; de Freitas et al., 2018; Sember et al.,
2018; Zrzava et al.,, 2018; De Moraes et al., 2019; de Moraes et al., 2021), para nuestro
estudio, representd una herramienta lo suficientemente sensible como para revelar
diferencias y similitudes entre los cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1.

En congruencia con los resultados de citogenética clasica obtenidos en esta Tesis, el analisis de
CGH nos permite contribuir a la hipdtesis sobre la evolucién de los cromosomas sexuales a
través del proceso de heterocromatinizacion. Este complejo proceso estaria acompanando la
evolucion de las variantes de cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1. Dicho fenémeno,
sumado a la composicion diferencial reflejada en la heterocromatina de las variantes de los
cromosomas sexuales, podria explicar los distintos patrones de hibridacién que se
manifestaron en las regiones del ADNr. Al respecto, existe evidencia citogenética-molecular de
reordenamientos cromosdmicos que involucran loci de ADNr, donde se destaca su probable
papel en la evolucion de los cromosomas sexuales, al facilitar la reduccidn de la recombinacién
entre ellos (Yano et al., 2017). En este aspecto, queda aun mas claro que nuestra especie se
encuentra en un proceso activo de evolucion, donde los cromosomas sexuales estdn sujetos a
fuerzas evolutivas que podrian ser parte de una seleccion sexual interviniente (Graves, 2006;
Bachtrog et al., 2011; Yano et al., 2017).

Los resultados de CGH, también respaldan la hipétesis citada en la Figura 45, aunque se deben
realizar mas estudios citoldgicos para concluir la caracterizacidon de los extremos de ambos
cromosomas X. Por otro lado, la variante minoritaria Ys, que fue caracterizada solamente con
la tincién DAPI, debera ser estudiada mds exhaustivamente mediante citogenética clasica y
molecular, ya que podria arrojar informacién valiosa en el analisis evolutivo de los

cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1.
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Los cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1: Resumen de su caracterizacion citogenética
Una manera integral de visualizar y relacionar todos los resultados expresados en este trabajo
de Tesis, es reunir en una sola figura la informaciéon de la caracterizacidon citogenético-
molecular de los cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1 y sus variantes (Figura 46). La
tincidon de bandas C, permitid caracterizar el cariotipo de A. fraterculus sp. 1 en cuanto al
numero de cromosomas totales que porta la especie y posibilité también la identificacién de
los bloques de heterocromatina presentes en los cromosomas sexuales X;, Ys y X, (Figura 46 A).
Al igual que en las demas especies de Anastrepha donde se realizaron estudios de citogenética
clasica, los autosomas no parecen ser reactivos a los métodos empleados para identificar los
bloques de heterocromatina (Bandas C), como tampoco reaccionaron al método de bandas
secuenciales DAPI/CMA;, aplicado para estudiar la composicion de bases de dichos bloques (A-
T/G-C) (Selivon y Perondini, 1997; Selivon et al., 2005a, 2022; Goday et al., 2006) (Figura 9y
10-Capitulo 1). En cuanto a la composicion de bases de la heterocromatina de los cromosomas
sexuales de A. fraterculus sp. 1, se concluyd que las variantes de cromosoma X estudiadas,
poseen blogues heterocromaticos ricos en pares A-T (DAPI+) en ambos extremos (Figura 46 A).
Sin embargo, la heterocromatina presente en el cromosoma Ys, al tefiirse con DAPI y con
cromomicina (CMA;), nos indica que es rica tanto en secuencias A-T, como en G-C (CMA;+)
(Figura 46 B). Este resultado, evidencia la importancia de la aplicacién simultdnea de ambas
técnicas para estudiar en detalle la heterocromatina de una y ademas contribuye con
informacidn para generar posibles interpretaciones sobre el origen de dicha cromatina; ya que,
previamente en insectos himendpteros, por ejemplo, se propuso que una composicion
diferencial de bases implicaba origenes independientes de la heterocromatina (Costa et al.,
2004; Domingues et al., 2005).

La distribucién de los clusters de genes ribosomales evidencia un patrén diferencial cuando
comparamos las variantes de cromosomas X de A. fraterculus sp. 1 (X1 y X;) y el cromosoma Ys
(Figura 46 C). Como se ha detallado previamente (Figura 21-Capitulo 1), el ADNr se encuentra
localizado especificamente en los extremos distales del cromosoma X; y del cromosoma X,
mientras que en el cromosoma Y5 co-localiza con los bloques de heterocromatina. Este
resultado remarca la complejidad existente en la heterocromatina del cromosoma Ys, dado
que, ademads de ser rica en bases A-T y bases G-C, también aloja genes ribosomales. A su vez,
se observd mediante la hibridacién comparativa de genomas que los cromosomas X; y X, no
mostraron sefiales de homologia en sus extremos, en los cuales ninguno de los cécteles
utilizados como sonda, hibridaron positivamente (Figura 46 D). Evidentemente, las regiones
terminales de los cromosomas X de A. fraterculus sp. 1 donde se localiza el ADNr, estarian

participando de procesos dinamicos y activos evolutivamente, impulsando a profundizar el
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estudio de estas regiones. Numerosos ejemplos, indican que las regiones organizadoras
nucleolares (NOR) donde se hallan localizados los clusters ribosomales, estan directamente
relacionadas con los procesos evolutivos y han sido estudiados en mdltiples y variados
organismos como los primates del viejo mundo (Gerbault-Seureau et al., 2018), roedores
(Bardhan y Sharma, 2000; Britton-Davidian et al., 2011), peces de agua dulce (De Almeida
Toledo y Foresti, 2001; Rabova et al., 2001; Yano et al., 2016), aracnidos (Reyes Lerma et al.,
2021) e insectos (Bione et al., 2005), entre otros. Mds aun, los resultados de FISH y CGH
permiten apoyar el origen independiente de la heterocromatina presente en los cromosomas
X1, X; e Ys, a partir del analisis de composicién de bases de la misma, con las bandas

DAPI/CMA; (Costa et al., 2004; Domingues et al., 2005).

Bandas C= DAPI CMA3 185 CGH
X1 Y5 Xz X1 ¥s Xz X1 Y5 Xz X1 ¥5 Xz

Posicion del centromero

O O O O

A B C D

Figura 46: Ideograma de las variantes de cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1, estudiadas con técnicas de
citogenética clasica y molecular: Bandas C, Bandas DAPI/CMA, FISH con 185 ADNry CGH.

Identificar las causas y los efectos de los cambios en los cromosomas sexuales ha sido un
objetivo importante y a largo plazo en la genética evolutiva (Stevens, 1905; White, 1940; Bull,
1983; van Doorn, 2014). Nuestro morfotipo constituye un nuevo ejemplo que muestra que los
reordenamientos cromosdmicos son potentes impulsores de evolucién (Altmanova et al.,,
2016; Sangpakdee et al., 2016; De Moraes et al., 2017, 2019). La dindmica del ADN repetitivo,
también pareceria estar contribuyendo significativamente a la divergencia del cariotipo en A.
fraterculus, asi como se observd en los diversos organismos citados anteriormente, donde los
reordenamientos cromosdmicos que involucran este tipo de ADN, y en especial el ADNr, son
los principales motores de la evolucion de sus cariotipos (Yano et al., 2016; De Moraes et al.,
2019).

Si bien quedan numerosos interrogantes en torno a esta especie, las investigaciones citoldgicas

como las presentadas en esta Tesis contribuyen con el conocimiento citogenético del
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morfotipo A. fraterculus sp. 1 y el complejo de especies cripticas, al tiempo que resaltan la
importancia de utilizar citogenética clasica y molecular de forma complementaria a los
estudios taxondmicos, comportamentales, poblacionales, evolutiva y ecoldgica en insectos. A
su vez, al tratarse de una especie de interés agrondmico, los aportes de esta Tesis Doctoral
contribuyen con informacién original para el desarrollo e implementacion de medidas

especificas de control de esta importante plaga de América del Sur.
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CG: CONCLUSIONES GENERALES Y PERSPECTIVAS

*k El estudio del cariotipo mitdtico de A. fraterculus sp. 1 (mediante bandas C,
bandas DAPI/CMA; y FISH de ADNr 18S) y su complemento politénico, permitid
caracterizar el morfotipo presente en las poblaciones argentinas, incrementando la
informacidn citogenética disponible de las entidades bioldgicas, miembros del

complejo Anastrepha fraterculus sensu stricto.

«
Ly Los andlisis citoldgicos realizados en esta Tesis, evidenciaron la presencia de
variaciones estructurales en los cromosomas sexuales de A. fraterculus sp. 1, no
reportadas hasta el momento en otros miembros del complejo de especies cripticas A.

fraterculus.

«
Ly El estudio de distribucién geografica de los cariomorfos presentes en
poblaciones silvestres de A. fraterculus sp. 1 permitid plantear posibles escenarios

evolutivos que pudieran dar origen a las variantes polimdrficas detectadas.

"k Se detectaron en baja frecuencia hembras X,X, y machos X,Y;, en dos
poblaciones de laboratorio, que no se habian observado previamente, evidenciando
un cambio de frecuencias de los cariomorfos en dichas lineas que podrian ser
manejados para originar cepas de moscas con caracteristicas citogenéticas

diferenciales.

‘k Se pusieron a punto los marcadores moleculares AFLP para la deteccidn de
diferencias entre machos y hembras en A. fraterculus sp. 1. Estudios futuros usando
esta técnica con otras combinaciones de enzimas y herramientas gendmicas podran
brindar informaciéon de secuencia nucleotidica y sondas gendmicas Utiles para

complementar analisis de hibridacién sexo-especificos.

‘* Los experimentos de CGH permitieron identificar regiones cromosémicas
exclusivas de cada uno de los cromosomas sexuales analizados de A fraterculus sp. 1.
Se realizaran futuros experimentos de hibridacion comparativa de genomas en
conjunto con FISH de regiones especificas y pintado cromosdmico total, para brindar
mayor conocimiento sobre la estructura e identidad de los cromosomas sexuales en
este morfotipo y contribuir también al estudio de entidades diferenciadas dentro del

complejo A. fraterculus.
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Anexo de Figuras y Tablas

Capitulo 1

Amplificacion por PCR vy secuenciaciéon de una region del arreglo de genes ribosomales
nucleares (700 pb de la subunidad 185)

Model 3100 File: 9040Rec-79-185palF_2008-07-23_F06.ab1 Signal G:66 A:40 T:37 C:31 Page 1 of 2
BlOA KB.bcp BIF KB_3730_POP7_BDTv3.mob 7/23/2008
TRA 6286250-02 628620208 08286703 E6paAK58005-00 27 no '"MTXF' field Spacing: 13,1309604644775
EK,EMWSO 2.5 (121112013) Lane 12 Points 1630 to 15393
ACCATAA A TCCGETTA CA m TACTT G GAT \\“ G1 (.(.nu T (nc\c(n\\n ACAT ((\uun\(\((c\(( T l'\IC(,\\((‘IGI(.( TTTTAT ncu n\\\(u\r(( ATCAT ||

(;\I(bll\\\ll(;(ll(\\( TCTAG \H\(ll((x(.«l(( Hl(;('l(‘(’('(;lu(( \((,u \(.\l(lll(\\u(.l( 1(,((( TATC \\(IIII(,\I(,(I\(.I\I( I\(.L.\( TACCATGG

Wt il lunhlu hu.nh.mmmn hn“thuMhmmlmnu“mhhuum mhntmh

n(.‘(‘\\((;(‘(;r\\(‘(;(;(;u\\T( AGGGTTCGA II(((.( AGAGGGAGCC TGAGAAACGGC TA (( ACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCC (1(((\(,”((.(,((. AGGTAGT
250 290 330

Figura 1: Cromatograma correspondiente a la secuencia nucleotidica del amplicon 18S (aproximadamente 700
bases) obtenido con el primer forward (18SgalF).
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Anastrepha fraterculus 185 ribosomal RNA gene, complete sequence
Sequence ID: AF187101.2 Length: 1980 Mumber of Matches: 1

Range 1: 117 to 1236 SenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
1718 bits(930) 0.0 1069/1129(95%) 38/1129(3%) Flus,/Flus
Query 2 CCATABAT CCGTTTACAGTTACTTGGAT BACTGTGGT ARTTCT AGAGCT BATACATGCAR 61

Sbjct 117 CCATAGAT-CGTTAACAGTTACTTGGAT AACTGTGGT AATTCTAGAGLTAATACATGCAA 175

Query 62 TATAAACACGGACCTTATGGAACGTGTGCTTTTATTAGACT ARAACCAAGCGATCATTTG 121

CLUCEELLEL LU L LT L
Sbict 176 TATAAACACGGACCTTATGGAACGTGTGCTTTTATTAGACT ARAACCAAGCGATCATTTG 235

s mn ..

Sbjct 236 ATCGTTABATTGGTTGAACTCTAGAT AACTTGCAGAT CGTATGGTCCCGTACCGACGACA 295

S OO T

Sbjct 296 GATCTTTCAAATGTCTGCCCTATCAACTTTTGATGGTAGTATCTAGGACTACCATGGTTG 355

e i

Sbjct 356  CAACGGGTAACGGGGAAT CAGGGTTCGAT GAGAAACGGCTACCA 415

Query 382 CATCTABGGAAGGCAGCAGGCGCGT AAATTACCCACT CCCAGTTCGGGGAGGTAGTGACG 361

CLLLEPLLLLLLRE LR LR LT
Sbict 416 CATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGLGT ABATTACCCACTCCCAGTTCGGGGAGGT AGTGACG 475

e T

Sbjct 476 ARARATAACAAT ACAGGACTCATATCCGAGGCCCTGTAATTGGAATGAGTACACTTTABA 535

st immnnm it it .

Sbjct 536 TCCTTTAACAAGGACCTATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGLGGTAATTCCAGC 585

Query 482  TCCAATAGCGTATATTAAAGTTGTTGLGGTTAARACGTTCGTAGTTGAATTTGTGCTTCA 541

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 596  TCCAATAGCGTATATTABAGTTGTTGLGGTTABAACGTTCGT AGTTGAATTTGTGCTTCA 655

Query 542 TACGGGTAGTACAACTATATATTGTGGTATGTACATTACCTTATGTATGTAAGCGTATTA 681

||||||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||
Sbjct 656  TACGGGTAGTACAACTATATATTGTGGTATGTACACTACCTTATGTATGTAAGCGTATTA 715

e T T T e

Sbjct 716 COGGTGGAGTTCTTATATATAATTAATACAATGTA-TTTTTATATATTCCTCCTATTTAA 774

Query B62  ACCTACTTCAGTGCTCTTCATCGAGTGTTGTTGTGGGCCGGT ACAATTACTTTGAACARA 721

COLCLEEEEEL L L L
Sbjct 775 ACCTACTTCAGTGCTCTTCAACGAGTGTTGTTGTGGGCCGGTACAATTACTTTGAACARS 834

e it i

Sbjct 835 AGCAGGCTCCAAATGLCTGAAT ATTTTGTGCATGGAAT ARTGARATA 894

Query 782  AGACCTCTGTTCTACTTTCATT-GTTTTTAGAT CAAGAGGT AATGATTAATAGAAGCAGT 848

CCLELL LT L e DL T L
Sbjct 895 AGACCTCTGTTCTACTTTCATTGGTTTTTAGATCAAGGGGT AATGATTAATTGARGCAGT 954

Query 841  TTGGGGGCATTAGTTATTACGACGGCGAAGAGGGTGAAATTCTTGAAC -GTCGTAAGAAC 899

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbjct 955  TTGGGGGCAT-AGT-ATTACGACG-CGA-GA-GGTGAAATTCTTGGACCGTCGT AAG-AC 1088

DR T

Sbjct 1889 TAACTTAAGCGAAAGCATTTGCCAARAGATGTTTTCATTAATCAAGCCCGAAATTCGATTG 1868

Query 954 GTTCGARGGCATTCAAATACCGCCTTAGTTCTAAC - ATARACGAATGC-AGCTAGCA-TT 1818

CLCEERLE L TEE L TELLL LD T T LT
Sbjct 1869 GTTCGARGGUGATCAGATACCGCCCTAGTTCTAACCATARACGA-TGLCAGCTAGCAATT 1127

e T s

Sbjct 1128 GGGTGTAGCTACTACTATGGCTCTCTCAGTCGCTTCCCGGGAAACCARAGCTTTTGGGET 1187
Query 1863 CCGGGAGA- -TATG-TTGCAA-GCTGA- -CTTA- -GGA-TTGACG-AAG 1181

Shjct 1188 CCGGGGGAAGT ATGGTTGCAAAGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGAAG 1236
Figura 2: Secuencia consenso obtenida con los primers forward y reverse. Resultados de la busqueda de similitud

entre la secuencia obtenida en esta tesis con la base de secuencias de nucleétidos del NCBI usando BLASTn para
confirmar la identidad de la secuencia como perteneciente a A. fraterculus.
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Capitulo 2

AFLPs en Anastrepha fraterculus- Comprobacion de especificidad

>AfC6
NTGTCTTCGGCGCAGACGCACTAATATTGGTGTCCATTAGCTCG
CCATAGGACCTAAACAAAACCGAAAACGAGTTCATTCTGAAGC
TCAGGTGATGCTACTGCTACACTCGGTTCCCCGTCTCTTACTAAG
GTAGTCTCCAATCGAGCGCTGCAAGCGTGACACGTAACTCATAC
GAGTTTCAATATCAATTCTTATCATATTTCATTGTAGTTGCATATGC
AAAGGTGTACTGAATTGGTAC

>Af D6
TGNNAGCCCaGATGTCTAANTATTTGCCCAACGAGAGCAGGGC
AGCTGAGaaaaaGGTTgCCAAGATGATTCCNCTTCGTCCTCAAN
ACAGCCNCNGNNNAAAAGACTANAANCAACCGNNAGCCTCA
NCGCTTGGACACCTCACCTAACGGANAACGTCCGGNAAGGaT
ACcTACTGAATTGGtACGCAgtCA

>Af E6
TTGAATCTCAAAGAAAAGCCGTAATGAATGGGAGGGCAGGCAT
GACAAACTTATTTTGCTGCATGACAACGCCAGGCCACATGTTGC
TAAATCGGGCCAGAAATATTTAGAGGAACTGAATTGAGAAATCT
TGCCCCACCCGCTGAATTG

>Af F6
TTGCATTCTCTTATCTCTATCTTGTCCTTCAAATAGTCCGTGAGAT
TACACTGATAATAATAAATTTTTACTATTTTATGCACGTATGAAAAT
ACGTCTGTAGGCAAATAAGTTACACAAAGGCAAAAAGTACATTA
NCGTTTGAGTTCTTTGCTGAATTGNTACNCANNCA

Figura 3: Secuencias nucleotidicas en formato fasta obtenidas de los fragmentos de AFLP de pooles de machos de A.
fraterculus sp. 1 (Af-IGEAF).
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Query: Af E6 Query ID: Icl|Query_29273 Length: 150

>Zeugodacus cucurbitae strain USDA-PBARC White Pupae T1 contig006185,
whole genome shotgun sequence

Sequence ID: JRNW01006185.1 Length: 11309

Range 1: 8357 to 8498

Score:66.2 bits(72), Expect:4e-09,
Identities:101/143(71%), Gaps:1/143(0%), Strand: Plus/Plus
Query 7 CTCRAARGRARARGCCGTAATGRAATGGGAGGGCAGGCATGACARACTTATTITTIGCTIGCRATGE 66

L 1 1 A I B A A A M A R MW
Sbjct ©£357 CTAARAGARARACGGTCAC-AGTACGAGGARAGACACGATAAAGTCATTCTCCAGCATIGA 8415

Query 67 CRRCGCCAGGCCACATGTTGCTRAAT CGGGCCAGARATATTTAGAGGAACTGARTTGAGE  12€

4L R P A o O A O O T T 1 A O O O B
Sbjct ©416 CRATGCTCGGCCTCACGICGCARAGGTGGTCARRRRAATATTTGGAGARGCTGRRATGIGR 8475

Query 127 RATCTITGCCCCACCCGCTGAARTT 149
FEREE rrererrer o rl
Sbjct ©£47¢ GATCTTATCCCACCCGCCGTATIT ©£48¢8

Figura 4: Resultados del Blastn de la secuencias AfE6 (150 b).

Bactrocera tryoni transposon Batmarll putative
DD34D transposase gene, complete cds
Sequence ID: KX931004.1Length: 1277Number of
Matches: 1

Range 1: 851 to 992GenBankGraphicsNext
MatchPrevious Match

Alignment statistics for match #1
m Expect Identities Gaps Strand
231 bits(130) _[9e-60  |138/142(97%) |o/1a2(0%)  [Plus/Plus |

Query 1 CTAARAGARRAACGGTCACAGTACGAGGARAGACACGATARAGTCATTCTCCAGCATGAC 60

PERRRRERrrern e eennee bbb e e e et
Sbjct 851 CTAARAGARRAACGGCCACAGTACGAGGARAGACACGATARAGTCATTICTCCAGCATGAC 910

Query 61 AATGCTCGGCCTCACGTICGCARAGGTGGTCAARARAATATTTGGAGAAGCTGARATGTIGAG 120

PERRERRRRR e e e e e e e ceeeeeeer ol
Sbjct 911 AATGCTCGGCCTICACGICGCARAAGGTGGTCAAARAATATTITGGAGACGCTGARATGGGAG 970

Query 121 ATCTTATCCCACCCGCCGTATT 142

PEEEEE FRRReerennrennl
Sbjct 971 ATCTTACCCCACCCGCCGTATIT 992

Figura 5: Resultado de Blastn de la secuencia de Z. cucurbitae (Sequence ID TIJRNW01006185.1 contig006185).
Alineamiento del mejor hit obtenido contra las bases de datos nt.
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Anexo de Figuras y Tablas

Tabla 1: Scoring de bandas AFLP, corrida electroforética en gel de poliacrilamida 6 % (Acrilamida:

bisacrilamida 19:1; 7 M urea)

Individuos
Bandas
140 (1)

H1YC | H2YC | H3YC | HAYC | M1YC | M2YC | M3YC | M4YC | 2 | &

150 (2)

155 (3)

160 (4)

165 (5)

170 (6)

172 (7)

175 (8) doble

180 (9) doble

184 (10)

190 (11)

200 (12)

210 (13)

220 (14)

230 (16)

235 (17)

250 (18)

275 (19)

300 (20)

155 (1) doble

158 (2)

180 (3) doble

184 (4)

195 (5)

200 (6)

210 (7)

245 (8)

(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
225 (15)
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(
(

250 (9)

285 (10)

= O |O O |O |0 |O |0 |O O |F |k (kP |k Ik |FRIF|FPF|FP PP PP PP PR

= |O OO |0 |0 |0 |0 O |-

m |lo|lo|lo|o|o|r (oo |o|o|kr |k |k (R |(kLR|kLR|kR|O|FR|,R|R (R |[FLR|0C|O|Fk |0 |k |k

Rk R |Rr|RPr|P|P|P[P[P[P[RPR[RP[PR[P[R[Rr|lOO|FR |FR|FR|FR|FR |||k |O |k [k

= |O OO |0 |©|©0 |0 |0 | |© | (Fk |O|Fk |k (- |0|0|0 |0 (F |k |k |k 0|0 |0 |0 (O

140 (1)

158 (2)

161 (3)

165 (4) doble

175 (5)

180 (6)

183 (7)

186 (8)

190 (9)

200 (10)

- (P |k O |O |0 |k O |0 |0 |k |O|O|0O|O|0O|O|0OC |0 |0 |0O|0C (kR |k |k |k [k |O(FR |k |O|F (kP |k 0O |0O |0 |0 (k|-

Rk |k |k |k PR [R|[R|k|k|Oo|Oo |0 |0 |o|o|o |o |-

R lRrlrlPr|lPr|Rr|RPR[PR[PR|P|PrF|lO|lO|lO|lO|j0o|jlO0|lO0|lO0|O|O|O |k [O|0 |k |k |O|O|R |R R [k |k |O0|O|Fk |0 |k |k

o [O |0 || |0 |0 |0 |© |+ |O|0O|O|O|O|O|O|O|OC|(O((F |O|FR|F (P[P |FP|Fk|O(F |FP |k |k (k[0 |C|Fk O (k|-

- (P |k O |-k |k |O |0 |0 |k |k |O|0O|0O|0O|0O|O|O |0 |0 |O|FR (k|0 |k |k |k |O |0 |0 |0 |- (k|- |k |Oo o |0 |o o
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220 (11

223 (12

247 (13

280 (15

300 (16

)
)
)
272 (14)
)
)
)

o O |O |k |k |k |O

330 (17

120 (1) M36-E41

130 (2)

150 (3) doble

156 (4)

158 (5)

162 (6)

168 (7)

170 (8)

180 (9) doble

185 (10)

188 (11)

190 (12)

192 (13)

195 (14)

200 (15)

235 (17) doble

240 (18)

250 (19)

[= I e = T e e T N e e O (O e e e = e T o I TN N N N e T S S o I T
[ N e N e e e e I N I e N e e e T I O N e e e e N N IS TSN =
L e e e e e O e I = = T e e T N T N N S el o N ol oM ol ol =)

Rk |o|kr |||k [O|kRr |k |Fkr|O|0|0|R [l |FR |k |k |kR |k [k |k |O|lk~

Olr (kR ikr (kR |(kP [P [P [P |[FP|FPR|FR|O|FR|FR|FR|OC|FR |k,
O |+ |O |k |[O|—r |O |0 |0 (| (k|0 |0 |k |k |k (O~ |O
P |k k(P |O|R |k |O|O|R |k |O|O |0 |~ |O |~ |O o
Ol [Oolr Ok |k |k |OO|FR |FR|FR|FR|FR|FR|FR |k |,
Olr (kORI |IFPR|FP|IFR|FR|FR|FR|FR|FR|O|F |~

270 (20)

En la primera columna se indican las bandas identificadas, con su peso molecular aproximado. Entre
paréntesis figura el nUmero que se le colocd para identificarla y se aclara si la banda es simple o doble.

0= ausencia; 1= presencia. En la Ultima columna, se indican los primers utilizados para la amplificacion.
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