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Aspectos cualitativos y cuantitativos de la infeccion con Wolbachia en la tribu
Naupactini (Coleoptera, Curculionidae) y su relacion con la reproduccion

Resumen

La tribu Naupactini comprende una gran diversidad de gorgojos neotropicales con alta
incidencia de reproduccién partenogenética en los que es frecuente la infeccion con
Wolbachia pipientis. Esta bacteria aumenta su prevalencia global a través de la
manipulacion de la reproduccion de sus hospedadores y de una elevada tasa de
transferencia horizontal, lo que la convirtié en la mayor pandemia desde el origen de la
vida. Existe una asociacion entre la densidad de Wolbachia, el modo reproductivo y la
bacteriota residente de los miembros de esta tribu, tal que las especies partenogenéticas
presentan alta densidad de Wolbachia y coinfeccion con Rickettsia sp., mientras que las
especies de reproduccidn sexual estan infectadas con baja densidad o libres de la infeccién
con Wolbachia y coinfectadas con Spiroplasma sp.

En el presente trabajo se estudié la importancia de la densidad de Wolbachia en la
reproduccion de los linajes partenogenéticos del naupactino Pantomorus postfasciatus.
Ademas, se estudid la localizacion y densidad tisulares de dicho microorganismo y su
colocalizacion con otros miembros dominantes de la bacteriota no solo en P.
postfasciatus, sino también en gorgojos que se reproducen sexualmente, a saber:
Naupactus dissimulator y Naupactus xanthographus. Finalmente, se identificaron
posibles genes candidatos de Wolbachia que podrian estar involucrados en la transicion
hacia la partenogénesis y también posibles agentes de transferencia horizontal de este
endosimbionte.

A partir de una serie de experimentos de cura con antibidtico y cuantificaciones relativas
mediante PCR en tiempo real, se establecio que altas densidades de Wolbachia y/o
Rickettsia sp. resultan indispensables para la reproduccion de los linajes partenogenéticos
de P. postfasciatus. Asimismo, se observo que la distribucion de Wolbachia es ubicua en
los tejidos de sus hospedadores, tanto en especies infectadas con alta densidad
(reproduccién partenogenética) como en especies infectadas con baja densidad
(reproduccidn sexual) y co-localiza con altas densidades de las bacterias Rickettsia sp. 0
Spiroplasma sp. en toda su distribucion, respectivamente.

Utilizando técnicas de secuenciacion de proxima generacion se obtuvieron las secuencias
gendmicas de dos cepas de Wolbachia asociadas a gorgojos partenogenéticos y fueron
comparadas con cepas inductoras de la partenogénesis, identificandose 36 genes propios
de cepas asociadas a hospedadores diplo-diploides con reproduccion partenogenética.
Finalmente, el hallazgo de larvas en la cavidad abdominal de diversas especies de
Naupactini condujo a la identificacion de varios parasitoides a traves del analisis del
codigo de barras del ADN (DNA barcoding). Dos casos pertenecieron a la familia
Tachinidae (Diptera) y otro a la familia Braconidae (Hymenoptera); en este ultimo se
verificd la infeccion con la misma cepa de Wolbachia que su hospedador, por lo que se
hipotetiza que algunos parasitoides podrian actuar como vehiculos de la transmision
horizontal.

Palabras clave: Wolbachia — gorgojos — partenogénesis — carga bacteriana —
endosimbiontes — transferencia horizontal




Qualitative and quantitative aspects of Wolbachia infection in the Naupactini tribe
(Coleoptera, Curculionidae) and its relationship with reproduction

Abstract

The Naupactini tribe harbours a great diversity of Neotropical weevils with a high
incidence of parthenogenetic reproduction in which infection with Wolbachia pipientis is
frequent. This bacterium that increases its prevalence by manipulating the reproduction
of its hosts, and its high rate of horizontal transfer has made it the biggest pandemic since
the origin of life. In this group of insects, there is an association between Wolbachia
density, reproductive mode, and resident bacteriota, such that parthenogenetic species
exhibit high Wolbachia density and coinfection with Rickettsia sp., while sexually
reproducing species are infected with low density or free of infection with Wolbachia and
coinfected with Spiroplasma sp.

The main focus of this work was to study the importance of Wolbachia density in the
reproduction of the parthenogenetic lineages of the naupactine weevil Pantomorus
postfasciatus. In addition, the tissue localization and density of this microorganism and
its colocalization with other dominant members of the bacteriota were studied not only in
P. postfasciatus but also in sexually reproducing weevils, namely: Naupactus
dissimulator and Naupactus xanthographus. Finally, possible candidate genes involved
in the transition to Wolbachia-mediated parthenogenesis and possible agents of horizontal
transfer of this endosymbiont were identified.

Through a series of curing experiments with antibiotic and relative quantifications by
real-time PCR, it was established that high densities of Wolbachia and/or Rickettsia sp.
are essential for the reproduction of parthenogenetic lineages of P. postfasciatus.
Likewise, it was observed that Wolbachia is ubiquitously distributed in the tissues of its
hosts, both in species infected with high density (parthenogenetic reproduction) and in
species infected with low density (sexual reproduction) and co-localizes with high
densities of Rickettsia sp. or Spiroplasma sp. in all tissues analyzed, respectively.

Using next-generation sequencing techniques, the genomic sequences of two Wolbachia
strains associated with parthenogenetic weevils were obtained and compared to other
parthenogenesis-related strains. This allowed the identification of 36 genes exclusively
shared between strains associated with parthenogenetic diplo-diploid hosts. Finally, the
discovery of larvae in the abdominal cavity of various Naupactini species led to the
identification of several parasitoids through DNA barcoding analysis. Two cases
belonged to the Tachinidae family (Diptera) and another to the Braconidae family
(Hymenoptera); in the latter, infection with the same Wolbachia strain as its host was
verified, leading to the hypothesis that some parasitoids may act as vehicles for horizontal
transmission.

Keywords: Wolbachia — weevils — parthenogenesis — bacterial load — endosymbionts —
horizontal transfer
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1. INTRODUCCION GENERAL

La reproduccion es el proceso que garantiza la perpetuidad de la vida tal como la
conocemos. Es el motor que impulsa las relaciones entre los organismos. A lo largo de la
historia de la vida, han aparecido numerosos mecanismos que permiten que los
organismos se perpetlen bajo las circunstancias ecoldgicas mas variadas y no es casual
que en los insectos, uno de los grupos mas diversos y exitosos, se presente un gran abanico
de estrategias reproductivas que comprenden desde la reproduccion sexual hasta
maultiples formas de partenogenesis. Esta multiplicidad les permite producir una cantidad
extraordinaria de descendientes que explican su éxito y abundancia a pesar de sus cortos

ciclos de vida (Kumar, 2022).

1.1 Partenogénesis: La concepcion inmaculada

La partenogénesis se refiere a la reproduccion a partir de oocitos no fecundados y su
descubrimiento y estudio se remonta a la época de Aristoteles. El gran filésofo efectud
las primeras observaciones de este fendmeno en abejas, aunque sus reflexiones no fueron
revisitadas y formalizadas hasta 1845, cuando Jan Dzierzon, sacerdote y apicultor polaco,
describié como las reinas y obreras eran producto de la reproduccién sexual, mientras que
los zanganos se desarrollaban a partir de huevos no fecundados (Dzierzon, 1845). Si bien
entre 1650-1750 otros autores realizaron observaciones similares en la polilla Orgyia
gonostigma (Scopoli 1763) (Goedart, 1667) y en afidos (Bonnet, 1745), se puede
considerar que el trabajo de Dzierzon marcé el inicio formal del estudio de la
partenogénesis, poniendo en jagque a la reproduccién sexual como la unica estrategia

reproductiva en animales (Phillips, 1903; Mendelsohn et al., 2001).



Desde ese momento hasta la actualidad, la comunidad cientifica ha debatido
concienzudamente las implicancias de este fendmeno y ha necesitado reestructurar las
definiciones que hasta entonces utilizaba. ¢De qué hablamos cuando hablamos de
partenogénesis? En primer lugar, hablamos de unisexualidad. Es importante no confundir
partenogénesis con reproduccion asexual ya que ésta ultima no involucra la formacién de
gametas, mientras que en la partenogenesis la descendencia surge como consecuencia de
un proceso de gametogénesis (Boyden, 1950). Hablar de unisexualidad es mas apropiado,
considerando que los individuos partenogenéticos cuentan con una identidad sexual

definida y son capaces de producir gametas (Rodriguero, 2022).

La partenogénesis puede caracterizarse en base a distintos criterios, aunque a grandes
rasgos podemos hacer una primera distincion basada en el sexo de la progenie:
arrenotoquia, si los oocitos se desarrollan como machos haploides (propia de los
sistemas de determinacion del sexo por haplodiploidial) y telitoquia, cuando la progenie
estd constituida por hembras diploides. La partenogénesis telitoquica es generalmente
considerada como partenogénesis sensu stricto (Vershinina & Kuznetsova, 2016) y a ella
nos referiremos con ese término de aqui en adelante. A su vez, la telitoquia puede ser
meidtica o automictica, cuando ocurre la meiosis y la ploidia se restaura a partir de la
fusién de dos productos meioticos, o bien ameiodica o apomictica, en la cual las gametas
no sufren una reduccién meiotica y la progenie se produce de manera clonal. Una
descripcion exhaustiva de los diferentes tipos de partenogénesis y mecanismos

involucrados puede encontrarse en Rodriguero (2022).

L En este sistema, el sexo estad determinado por el nimero de conjuntos cromosdmicos que tiene un
individuo. Los machos se desarrollan a partir de oocitos no fecundados y son haploides (su nimero
cromosémico es n). Las hembras son producto de la unién de un oocito y un espermatozoide y son
diploides (2n).



La sexualidad y la unisexualidad son polos opuestos de un continuo que abarca las
distintas formas en que los organismos se reproducen. Las ventajas de cada modo
reproductivo constituyen, a grandes rasgos, las desventajas de su contraparte. Si el doble
costo de la sexualidad lo constituyen los machos (porque representan el 50% de la
progenie y no son capaces de producir descendencia sin el concurso del sexo opuesto)
(Maynard Smith, 1978), la partenogénesis cuenta con una doble ventaja en comparacion.
Sin embargo, a pesar de sus costos, la reproduccién sexual estd ampliamente distribuida
en la naturaleza. Asi, dos de las principales teorias que permiten explicar la paradoja de
la sexualidad, es decir, por qué un sistema tan costoso es tan ubicuo, también permiten
entrever las principales desventajas de la unisexualidad, y son el trinquete de Muller

(“Muller’s ratchet”) y la hipotesis de la Reina Roja (“The Red Queen Hypothesis™).

El trabajo de Muller sobre mutagénesis lo llevd a comparar el mecanismo de
acumulacion de mutaciones en linajes donde no ocurre la recombinacion genética con un
trinquete, es decir, un mecanismo unidireccional e irreversible (Muller, 1964). Este
fendmeno lleva a la reduccion dréastica del tamafio poblacional debido al colapso genético
(“mutational meltdown”) y se da de manera acelerada en poblaciones originalmente

pequefias (Gabriel et al., 1993).

A su vez, la hipoétesis de la Reina Roja, desarrollada por Van Valen (1973), ofrece
una explicacion para la probabilidad de extincion constante dentro de un grupo
taxonomico, aludiendo que cada incremento en el éxito reproductivo (“fitness”) de una
unidad evolutiva se contrarresta con pérdidas en el éxito reproductivo de otras,
manteniendo el balance (Van Valen, 1977). Este razonamiento luego fue tomado por Bell
(1982) para explicar la tensa dinamica de coevolucion entre hospedadores y parasitos, y
de esta manera explicar la ventaja que tenian los linajes sexuales por sobre aquellos donde

no habia recombinacion (Martin, 2015; Rodriguero, 2022). La recombinacion es
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justamente lo que permite a los linajes sexuales producir progenie mas diversay genotipos
raros que puedan desarrollar resistencia contra los parasitos, mientras que los linajes
unisexuales no pueden generar estos genotipos novedosos y son proclives a la extincion

(Martin, 2015).

A pesar de estas desventajas, la partenogénesis ha demostrado ser mas ventajosa que
la reproduccion sexual bajo condiciones particulares y a corto plazo. Lo curioso (0 no) es
que todas las condiciones correlacionan entre si. La unisexualidad es mas frecuente en
linajes considerados plaga (Stenberg & Lundmark, 2004; Hoffmann et al., 2008); a su
vez, tanto la unisexualidad como la condicion de especie plaga también estan asociadas
con amplios rangos geograficos, ambientes estables y poliploidia. Todas estas
condiciones subsanan de algin modo y por un corto tiempo (en términos evolutivos) las

desventajas discutidas que presenta la unisexualidad a largo plazo.

En ambientes poco favorables (e.g., altas latitudes, islas, desiertos, ambientes
marginales, baja densidad biotica) la partenogénesis permite una rapida colonizacion
gracias a que la perpetuacion de la especie no depende de que las hembras encuentren un
macho y entonces pueden aprovechar la totalidad de los recursos disponibles, ademas de
gue potencialmente una Unica hembra podria fundar una poblacién estable (Roughgarden,
1972; Vrijenhoek, 1998; Kearney, 2005; Martin, 2015). Asimismo, colonizar areas
novedosas mas alld del rango ancestral de los linajes sexuales implica limitar las
interacciones bidticas con enemigos naturales, por lo que en estos ambientes los linajes
partenogenéticos podrian escapar del efecto de la Reina Roja (Glesener & Tilman, 1978;

Martin, 2015).

Por otra parte, los ambientes estables y la poliploidia, rasgo muy comun en especies

partenogenéticas, contrarrestan las desventajas de la falta de recombinacion. En un



ambiente estable la recombinacion que viene de la mano de la sexualidad podria “romper”
el desequilibrio de ligamiento entre las variantes alélicas que conforman un genotipo
exitoso, mientras que la unisexualidad se encargaria de perpetuar dichas combinaciones
(Glesener & Tilman, 1978; Vrijenhoek, 1979). La acumulacion de mutaciones deletéreas
seguiria siendo problematica, pero la poliploidia permite enmascarar estas mutaciones,
de modo que los linajes unisexuales perduren mas tiempo (Stenberg & Lundmark, 2004;
Lundmark & Saura, 2006). Ademas, estudios de asociacion entre el modo reproductivo y
la acumulacion de mutaciones han producido resultados mixtos (Tvedte et al., 2019), por
lo que aun queda un largo camino por recorrer, experimentalmente, para evaluar el

alcance de las teorias propuestas.

Si bien la reproduccién por partenogénesis no es muy frecuente, es un fenémeno
sumamente extendido en insectos (Normak, 2014; Vershinina & Kuznetsova, 2016;
Gokhman & Kuznetsova, 2018) y que ha surgido de manera independiente en multiples
ocasiones (Normak, 2003; VVan Der Kooi et al., 2017). Su estudio desde el punto de vista
filogenético permite observar que es una caracteristica asociada a nodos terminales
(“twiggy distribution”) (Schwander & Crespi, 2009; Ng & Smith, 2014). Esta distribucion
es precisamente uno de los principales argumentos para justificar que la unisexualidad en
animales es un fenomeno de corta duracion que representa un “callejon sin salida” para
laevolucion (Maynard Smith 1978; Lynch et al., 1993; Simon et al., 2003). La concepcion
de que los linajes unisexuales no tienen futuro a largo plazo esta dada por las desventajas
mencionadas previamente; sin embargo, el patron filogenético asociado con la
unisexualidad puede ser explicado por otros motivos que no necesariamente impliquen
altas tasas de extincion (Schwander & Crespi, 2009). Una opcién es que la tasa de
transicion de la sexualidad a la unisexualidad sea baja, lo que a su vez podria explicarse

por las importantes barreras a nivel citologico y fisiolégico que requieren ser sorteadas



para garantizar el mantenimiento de la ploidia y el desarrollo de oocitos sin fertilizacion
(Engelstadter, 2008; Schwander & Crespi, 2009; Galis & van Alphen 2020; Rodriguero,

2022).

La partenogénesis puede ser de origen espontaneo, hibrido, contagioso o infeccioso
(Normark, 2003; Simon et al., 2003; Martin, 2015; pero ver Rodriguero, 2022). En el
primer caso, surge a partir de mutaciones que devienen en el desarrollo espontaneo de
oocitos no fertilizados. La hibridacion interespecifica es la ruta hacia la partenogénesis
mas documentada en animales, aunque los mecanismos que conducen a la unisexualidad
producto de la hibridacién no son claros. En vertebrados se ha propuesto que la
hibridacién conduce a la desregulacion de la meiosis y esterilidad del hibrido, creando
oportunidades para el surgimiento y fijaciéon de mecanismos citolégicos que garanticen
la produccién de gametas y restauren o mantengan la ploidia (Vrijenhoek, 1998). El
origen contagioso de la partenogénesis supone el origen de linajes unisexuales
secundarios producto del aislamiento reproductivo incompleto entre linajes

partenogenéticos y sexuales.

Particularmente, en esta tesis resulta de fundamental importancia el origen infeccioso
de la partenogénesis, que hace referencia a la adquisicion de este modo reproductivo a
partir de la infeccién con un endosimbionte de transmisién maternal. Todos los casos
reportados de partenogénesis inducida por endosimbiontes son ocasionados por bacterias
de los géneros Wolbachia, Rickettsia o Cardinium (Koivisto & Braig 2003; Ma &
Schwander 2017; Van Der Kooi et al., 2017; Rodriguero, 2022). Actualmente, los casos
confirmados de partenogénesis inducida por endosimbiontes se verifican en organismos
con determinacion de sexo haplo-diploide, como insectos de los 6rdenes Hymenoptera y
Thysanoptera y acaros del género Bryobia (Van Der Kooi et al., 2017); sin embargo, hay

evidencia para sospechar que este fendmeno también podria ocurrir en organismos diplo-
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diploides como el colémbolo Folsomia candida (Willem 1902) (Hafer & Pike, 2010), la
mariquita Nephus voeltzkowi (Weise 1910) (Magro et al., 2020), el gorgojo del agua del
arroz Lissorhoptrus oryzophilus (Kuschel 1951) (Chen et al., 2012) y gorgojos de la tribu

Naupactini (Rodriguero, 2009; Rodriguero et al., 2010a, 2021).

Las bacterias del género Wolbachia parecen ser las responsables mas frecuentes de
la partenogénesis inducida por endosimbiontes (Ma & Schwander, 2017). ¢(Cémo logran
estas bacterias desencadenar la maternidad en hembras virgenes? La mayoria de los casos
reportados establece que Wolbachia provoca la duplicacion gendémica dentro de los
oocitos de especies haplo-diploides (“‘gamete duplication”) (Stouthamer, 2009; Ma &
Schwander, 2017), convirtiendo a la partenogénesis arrenotdquica en telitdquica. Los
mecanismos subyacentes que garantizan estas alteraciones contintan siendo el objeto de

estudio de numerosas investigaciones (Newton & Slatko, 2019; Wu et al., 2020).

1.2 Wolbachia pipientis Sancte Spiritus

Wolbachia pipientis (Hertig 1936) son bacterias endosimbiéticas Gram-negativas que se
transmiten por via maternal. Pertenecen a la familia Anaplasmataceae del orden
Rickettsiales y, como son la Unica especie del género, suelen ser referidas Gnicamente
como Wolbachia. Llamadas “Rickettsia de Culex pipiens” desde su descubrimiento
(Hertig & Wolbach, 1924) hasta su nombramiento oficial (Hertig, 1936), estas bacterias
fueron primeramente observadas en las génadas del mosquito Culex pipiens (Linnaeus
1758) (Hertig & Wolbach, 1924). No fue hasta la década del ‘70 que se asocid a esta
bacteria con la incompatibilidad reproductiva observada entre machos infectados y
hembras no infectadas de esta especie (Yen & Barr, 1971, 1973), y luego pasarian unos
afios mas hasta que se empezara a reportar la presencia de Wolbachia en una amplia gama
de organismos, incluyendo artrépodos y nematodes (Kellen et al., 1981; Hsiao & Hsiao,

1985; Richardson et al., 1987; Binnington & Hoffmann, 1989). Dada la imposibilidad de
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cultivar esta bacteria, el advenimiento de técnicas moleculares como la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), que permite la deteccion del ADN
de la bacteria en una muestra, ha producido que el trabajo realizado en torno a Wolbachia

se incremente exponencialmente.

Las bacterias del orden Rickettsiales constituyen un grupo diverso de bacterias
intracelulares que sostienen relaciones parasitarias, mutualistas y comensales con sus
hospedadores. Los géneros relacionados Anaplasma, Ehrlichia y Rickettsia (Figura 1.1
A), tipicamente tienen ciclos de vida que incluyen un vector invertebrado y un hospedador
mamifero, aunque también se encuentran especies estrictamente asociadas a
invertebrados (Werren et al., 2008). A diferencia de los miembros de estos otros géneros,

hasta el momento no se ha registrado la infeccion con Wolbachia en vertebrados.

Actualmente, la diversidad genética de Wolbachia puede clasificarse en al menos 17
supergrupos® posibles, cada uno integrado por numerosas cepas, originalmente
delimitados en base a analisis filogenéticos a partir de los genes 16S ARNr (Figura 1.1
B), que codifica para la subunidad menor del ribosoma de procariotas, ftsZ (proteina del
ciclo celular) y wsp (proteina de superficie de Wolbachia) (Kaur et al., 2021). Luego,
Baldo et al., (2006) idearon el sistema de tipificacion MLST por sus siglas en inglés
(“Multi-Locus Sequence Typing”), basado en el andlisis de cinco genes conservados (ftsZ,
gatB, coxA, hcpA, y fbpA) que permite una discriminacién mas robusta que la basada en

un unico marcador y estandarizada para la comunidad cientifica.

2 Los principales linajes evolutivos de Wolbachia se denominan "supergrupos" y difieren notablemente
en la distribucién y biologia de sus hospedadores (Gerth et al., 2014). Fueron originalmente descritos por
Werren et al., (1995b) y bautizados como tales por Zhou et al., (1998) a partir de estudios filogenéticos
utilizando los genes 16S ARNry ftsZ, y wsp, respectivamente.
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Figura 1.1 Filogenia y evolucién de Wolbachia. Representacion esquematica de (A) relaciones filogenéticas de
Wolbachia y miembros de la familia Anaplasmataceae, con Rickettsia como grupo externo, y (B) un arbol filogenético
consenso basado en la secuencia 16S ARNr sin raiz de los principales supergrupos de Wolbachia. Las posiciones
filogenéticas de los supergrupos son actualmente tentativas y estan basadas en trabajos publicados previamente en
funcién de analisis de genes Unicos y multigénicos. Los colores corresponden a diferentes patrones de asociaciones
hospedador-Wolbachia en los supergrupos. El supergrupo E tiene una etiqueta multicolor, ya que la evidencia de
fenotipos asociados con Wolbachia en sus hospedadores es sugestiva pero no concluyente. Un simbolo de fago
representa supergrupos de Wolbachia con evidencia gendmica de presencia del profago WO (ver Kent & Bordenstein,
2010). Tomado y modificado de Kaur et al., 2021.

La prevalencia global de Wolbachia esta estimada en alrededor de un 20% de acuerdo
a trabajos experimentales (Werren et al., 1995a; Werren & Windsor, 2000; Duron et al.,
2008); sin embargo, estos estudios subestimaron la prevalencia de la infeccion por la
utilizacion de uno o unos pocos individuos por especie para la caracterizacion, asumiendo
que cuando la bacteria esté presente, las frecuencias de infeccién dentro de cada especie
son altas, aunque esto puede no ser asi (Hilgenboecker et al., 2008). Se han realizado
varios meta-andlisis modelando la frecuencia de infeccion intraespecifica, lo que permitio
obtener un resultado mas preciso del porcentaje de infeccion global (Hilgenboecker et al.,
2008; Zug & Hammerstein, 2012; Weinert et al., 2015). En base a dichos estudios, se ha
concluido no solo que la prevalencia de infeccién oscila entre 40-66%, sino que las
distribuciones resultantes sugieren un patroén de “casi todos o casi ninguno” en referencia
a los individuos infectados, que implica que las frecuencias de infeccion dentro de cada

especie suelen estar representadas o por valores muy altos o por valores muy bajos.



Si bien la alta prevalencia de esta bacteria es motivo suficiente para profundizar en
su estudio, otra caracteristica interesante de Wolbachia son las diversas manipulaciones
reproductivas que ejerce sobre sus hospedadores (Figura 1.2), que incluyen: i)
feminizacion de machos genéticos; ii) partenogénesis telitoquica (origen infeccioso de la
partenogénesis); iii) androcidio (“male killing”), que implica la mortalidad de la
descendencia masculina de las hembras infectadas, lo cual confiere una ventaja a la
descendencia femenina, particularmente en especies que practican el canibalismo; iv)
incompatibilidad citoplasmatica, que es el fenotipo mas reportado y consiste en la
mortalidad de los embriones provenientes de cruzamientos entre machos infectados y
hembras no infectadas, lo cual confiere una ventaja reproductiva a las hembras infectadas.
Qué fenotipo se expresa (si acaso alguno) dependeréa de factores propios del hospedador,
de la bacteria, de la relacion entre ambos y también de la interaccion con otros simbiontes

(Charlat et al., 2003; Kaur et al., 2021).

Las alteraciones reproductivas que genera Wolbachia son consecuencia de la gran
presion de seleccion que implica la herencia maternal de estos endosimbiontes. En este
contexto, los machos representan “callejones sin salida” evolutivos para el pasaje de estos
microorganismos a la siguiente generacion, lo que ha llevado a la fijacion de mecanismos
que producen un incremento en el éxito reproductivo de las hembras infectadas a expensas
de los machos (Dobson, 2003; Engelstadter & Hurst, 2009). En conjunto, estas estrategias
se conocen como “parasitismo reproductivo” (Werren et al., 2008; Hurst & Frost, 2015)

y permiten incrementar la frecuencia de la infeccion dentro de una determinada poblacion.
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Figura 1.2 Fenotipos inducidos por Wolbachia. La feminizacién da como resultado machos genéticos que se
desarrollan como hembras (en los érdenes Hemiptera, Isopoda y Lepidoptera). La induccidn de la partenogénesis
implica la reproducciéon de hembras virgenes (en los érdenes Acari, Hymenoptera y Thysanoptera). El androcidio
elimina a los machos infectados y suele evolucionar en aquellos casos en los que se da el canibalismo entre los
miembros de la progenie; las hembras infectadas sobreviven y obtienen una ventaja de la muerte de sus hermanos
(en los 6rdenes Coleoptera, Diptera, Lepidoptera y Pseudoscorpionida). La incompatibilidad citoplasmatica impide el
apareamiento exitoso entre machos infectados y hembras que carecen de Wolbachia (en los 6rdenes Acari,
Coleoptera, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Isopoda, Lepidoptera y Orthoptera). Tomado y modificado de Werren
et al., 2008.

El increible éxito de Wolbachia en parte tiene que ver con la eficiencia de su
transmision vertical, que se ve favorecida por los distintos fenotipos que incita en sus
hospedadores y que permiten incrementar considerablemente su continuidad en las
préximas generaciones. Sin embargo, su enorme prevalencia se debe a su capacidad de

“saltar” entre hospedadores, lo que la convierte en la conquistadora més versatil.

La falta de congruencia entre las reconstrucciones filogenéticas de las cepas de
Wolbachia y sus hospedadores da cuenta de multiples eventos de transmisién horizontal
(O’Neill et al., 1992; Werren et al., 1995b; Schilthuizen & Stouthamer, 1997; Gerth et
al., 2013). Maés aun, los resultados de multiples andlisis filogendmicos sugieren que han
ocurrido numerosos eventos de cambio de hospedador entre artropodos e intercambios
antiguos entre artropodos y nematodes (Gerth et al., 2014; Gomes et al., 2022). Incluso
se estima que Wolbachia se encuentra en equilibrio epidemiolégico debido a que la
frecuencia con que nuevos taxones adquieren la infeccidn es similar a la frecuencia con

que las infecciones existentes se pierden (Bailly-Bechet et al., 2017).
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El éxito del establecimiento de una nueva infeccion depende de que ésta sortee cuatro
grandes obstaculos, cada uno con desafios particulares que pueden superarse 0 no,
dependiendo de factores tanto del hospedador como de la bacteria (Sanaei et al., 2021).
En primer lugar debe ocurrir la transferencia fisica de la bacteria a una hembra de una
nueva especie; luego Wolbachia debe ser capaz de proliferar dentro de este nuevo entorno
individual y alcanzar la linea germinal; como tercer proceso se debe dar la transmision
maternal exitosa; por ultimo, Wolbachia debe lograr diseminarse dentro de la nueva

poblacién hospedadora.

Se han reportado casos de adquisicion de Wolbachia a partir de canibalismo y
predacion en isépodos (Le Clec'h et al., 2013), mediados por plantas (Li et al., 2017) y
parasitoides (Huigens et al., 2004; Ahmed et al., 2015). Estos estudios ponen en evidencia
que Wolbachia aprovecha al méximo las distintas instancias de interaccion que se dan
entre los organismos, por lo que su transferencia entre especies que comparten el mismo
nicho ecoldgico es esperable y es uno de los factores a tener en cuenta cuando se observan
cepas de Wolbachia cercanamente emparentadas presentes en hospedadores que pueden

no estarlo.

1.3 La tribu Naupactini: el hogar de las madres
virgenes

Los gorgojos de la familia Curculionidae (Coleoptera, Curculionidea) (“gorgojos
verdaderos” o “true weevils”) constituyen el grupo mas numeroso y diverso dentro de los
insectos, con alrededor de 4.600 géneros y 51.000 especies descritas (Oberprieler et al.,
2007). Habitan los ambientes mas disimiles, desde el Artico hasta las islas subantarticas,
en playas, montafias y desiertos, pero es en los trépicos humedos donde alcanzan su
mayor diversidad y riqueza (Zimmerman, 1994; Oberprieler et al., 2007). Sus fuentes de

alimento son tan variadas como los lugares que colonizan, probablemente ninguna planta
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pasa desapercibida para ellos y esta diversidad también se extiende a qué partes de las
plantas son las que aprovechan (Zimmerman, 1994; Oberprieler et al., 2007). El impacto
ecoldgico que ejercen es igual de heterogéneo: existen especies polinizadoras (Eriksson,
1994; Terry, 2001; Norman et al., 2018; Salzman et al., 2021), especies mirmecofilas®
(Fall, 1912; Hustache & Bruch, 1936; Pérez-Lachaud & Lachaud, 2014), especies
predadoras (Zwolfer & Bennett, 1969; Barker, 2006) y varias especies de importancia
economica por los dafios que ocasionan a multiples cultivos (e.g., Chen et al., 2005;
Fuentes et al., 2017). Coincidentemente, tres subfamilias con especies de importancia
econdmica también se destacan por una alta incidencia de partenogénesis: Scolytinae
(escarabajos de la madera), Cyclominae y Entiminae (gorgojos de rostro corto) (Lanteri

& Normark, 1995; Gokhman & Kuznetsova, 2018).

Las primeras observaciones de partenogénesis en gorgojos evidenciaron que en este
grupo: i) la partenogénesis es de tipo apomictica (ameidtica); ii) para una misma especie
pueden existir linajes partenogenéticos y linajes sexuales con distribuciones geograficas
diferentes (mas amplias en el caso de linajes partenogenéticos); iii) si bien existen
especies partenogenéticas diploides, la partenogénesis suele asociarse con la poliploidia,
existiendo especies tri-, tetra-, penta-, hexa- y decaploides; iv) la partenogénesis y la
poliploidia podrian haber surgido de manera simultanea; sin embargo, no son fenGmenos
independientes entre si; y V) la partenogénesis en este grupo tendria un origen hibrido
(Suomalainen, 1940; Suomalainen , 1950; Smith, 1971; Suomalainen & Saura, 1973;

Saura et al., 1993).

3 Organismos que pueden encontrarse en asociacidn estrecha con hormigas. Pueden estar integrados a la
colonia (i.e., si interaccionan con las hormigas y han sido aceptados en su sociedad) o no. En general el
término hace referencia a asociaciones mutualistas, pero también puede utilizarse para interacciones
comensalistas o incluso parasitarias (Kistner, 1982).
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Para la década de 1990 se habian publicado varios estudios de curculiénidos
partenogenéticos, principalmente citando especies de Europa, Japon y América del Norte
(e.g., Suomalainen, 1940; Takenouchi, 1965, 1976; Lokki et al., 1976), con pocas o
ninguna mencion de especies de América del Sur (e.g., Sanderson, 1973). Esto cambid
cuando Lanteri & Normark, (1995) publicaron el primer trabajo exhaustivo sobre la
extension de la partenogénesis en gorgojos de la tribu Naupactini (subfamilia Entiminae)
a partir del andlisis taxonémico y las proporciones de sexos encontradas en poblaciones
naturales. Asi, se reportaron 31 especies potencialmente partenogenéticas debido a la
ausencia estricta de machos o bien por la observacion de una desproporcionada relacion
entre hembras y machos. Experimentos de cria y estudios citoldgicos serian necesarios
para demostrar efectivamente la reproducciéon partenogenética en la mayoria de las
especies (e.g., Normark, 1996), aunque la sostenida ausencia de machos en poblaciones

naturales es un buen augurio.

Naupactini es una tribu de gorgojos de rostro corto perteneciente a la subfamilia
Entiminae con cerca de 500 especies descriptas, la mayoria de ellas distribuidas en la
region Neotropical, principalmente en América del Sur (Lanteri et al., 2002b). La
asiduidad de la partenogénesis telitoquica dentro de esta tribu ha favorecido su dispersién
en ambientes perturbados (i.e., ecosistemas agrarios), con la consecuente colonizacién de
nuevas areas distantes de su rango geografico original (Alonso-Zarazaga, 1999; Lanteri
et al., 2002b; Lanteri et al., 2013). Numerosas especies de Naupactini son consideradas
plagas en los paises donde han sido accidentalmente introducidas por los dafios que
ocasionan a cultivos de importancia econémica (Chadwick, 1965; Madge et al., 1992;
Hardwick, 1999; Gyeltshen & Hodges, 2006; Lanteri et al., 2013). En conjunto, la

profundizacién del estudio de esta tribu resulta sumamente interesante no solo desde el
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punto de vista evolutivo, sino también con miras hacia generar estrategias de control para

las especies invasoras perjudiciales que, coincidentemente, suelen ser partenogenéticas.

En esta linea, la comparacion de filogenias basadas en caracteres morfoldgicos y
haplotipos mitocondriales en el complejo de especies Aramigus tessellatus (Say 1824)
evidencio que ambos conjuntos de marcadores son altamente incongruentes entre si, lo
que indicaria historias evolutivas diferentes y favoreceria la hipdtesis del origen hibrido
de la partenogénesis en este complejo (Normark & Lanteri, 1998). Sin embargo, el
descubrimiento de Wolbachia en A. tessellatus (Werren et al., 1995b) abrié una nueva
puerta para explorar el origen de la partenogénesis en esta tribu y la historia evolutiva

compartida entre hospedadores y simbiontes (Rodriguero, 2009).

En las ultimas décadas, el entendimiento que se tiene sobre la relacion entre
Wolbachia y la tribu Naupactini se ha complejizado sobremanera. Inicialmente,
Rodriguero et al., (2010a) estudiaron la posibilidad del origen infeccioso de la
partenogénesis, con Wolbachia como la causante de la transiciéon a la unisexualidad,
mediante el analisis del estado de infeccion y tipificacion de cepas en 29 especies de
Naupactini con distintos modos reproductivos (8 especies de reproduccion sexual y 21
especies partenogenéticas). Encontraron una asociaciéon significativa entre el modo
reproductivo y la presencia o ausencia de la infeccién con Wolbachia, de modo que las
especies partenogenéticas estaban infectadas y las especies de reproduccién sexual no.
Este patrébn macroevolutivo se replica a nivel microevolutivo en Pantomorus

postfasciatus (Hustache 1947) (Elias-Costa, et al., 2019).

Pantomorus postfasciatus cuenta con un sistema reproductivo mixto, es decir, existen
linajes que se reproducen por partenogénesis, mientras que aun existen poblaciones donde

pueden encontrarse machos de esta especie. Los estudios genético-poblacionales llevados
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a cabo por Elias-Costa et al., (2019) revelaron que los linajes partenogenéticos se
encontraban infectados con Wolbachia, mientras que no detectaron la infeccion en
poblaciones bisexuales. Asimismo, identificaron un proceso especiogénico incipiente
entre linajes bisexuales y partenogenéticos muy posiblemente mediado por Wolbachia y
la sefialaron como posible inductora de la partenogénesis en P. postfasciatus.
Posteriormente, un experimento de cura con antibiéticos efectuado con esta especie
permitié establecer un vinculo entre la viabilidad de la progenie de los linajes
partenogenéticos y la densidad relativa de Wolbachia (Rodriguero et al., 2021). Entonces,
si bien en un principio Rodriguero et al., (2010a) sefialaron una relacion entre la presencia
de la infeccion y la partenogénesis, estudios ulteriores sefialaron que la densidad o carga
de la bacteria es un factor de fundamental importancia en especies unisexuales. Asi, la
relacion entre Wolbachia y la partenogénesis no solo tiene un componente cualitativo,
sino también cuantitativo. Rodriguero et al., (2021) sugieren la existencia de un umbral
de densidad bacteriana necesario para la reproduccion en linajes partenogenéticos de P.
postfasciatus, aunque no pudieron discriminar si esta bacteria seria necesaria para la
division del huevo no fecundado, la oogénesis 0 ambos procesos. Méas aun, en un estudio
posterior se describen infecciones con bajas densidades de Wolbachia (i.e., no detectables
por métodos convencionales como la PCR de punto final, pero si a partir de métodos méas
sensibles como la PCR en tiempo real), en especies de reproduccion sexual estricta como
Naupactus dissimulator (Boheman 1840) y Naupactus xanthographus (Germar 1824) (da
Cruz Cabral et al., 2020). Estos hallazgos no solo refuerzan la idea de partenogénesis
infecciosa en estos insectos, sino que inmediatamente conducen a la pregunta “;por qué
la densidad de Wolbachia se mantiene en un nivel tan bajo en ciertas especies de

Naupactini que no experimentaron la transicion a la partenogénesis?” La respuesta puede

16



estar encerrada en las interacciones con otros miembros de la bacteriota (da Cruz Cabral

etal., 2022).

Por otro lado, existe una gran diversidad de cepas de Wolbachia que afectan a
especies de la tribu Naupactini. Se identificaron 11 cepas diferentes asociadas a 23
especies con linajes partenogenéticos, todas pertenecientes al supergrupo B (Rodriguero
et al., 2010a; Cabrio et al., 2022). Del andlisis de estas cepas se desprenden varias
cuestiones interesantes. En primer lugar, se aprecia la existencia de cepas ampliamente
distribuidas en contraste con cepas que solo afectan a una o dos especies hospedadoras.
En particular, la cepa wNaul se identifico en el 30% de las especies estudiadas
(Rodriguero et al., 2010a) y también se la encontrdé en microhimendpteros parasitoides
(Braconidae, Hymenoptera) (Mengoni Gofialons et al., 2014; Rodriguero et al., 2014).
Esta abundancia de hospedadores habla de numerosos eventos de transferencia

horizontal, de modo que puede considerarse una cepa “superpropagadora” (Sanaei et al.,

2021).

Ademas, se observa una enorme tasa de transferencia horizontal, tal como lo reflejé
el andlisis filogenético realizado por Cabrio et al., (2022). Las autoras observaron que el
conjunto de cepas descripto para las especies del complejo Pantomorus-Naupactus
(Naupactini) conforma un grupo polifilético con variados niveles de divergencia, aunque
se observan cepas cercanamente emparentadas que forman un grupo monofilético.
Entonces, la evolucion de la infeccion con Wolbachia en este grupo de insectos podria
haberse dado probablemente por una serie de eventos de transferencia horizontal,
posibilitados por un lado por el parentesco filogenético entre hospedadores y por otro por

ambientes ecoldgicos compartidos.
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Finalmente, merece una mencidn especial la cepa wNau5 que, si bien se ha detectado
solo en dos especies de Naupactini, puede considerarse sumamente exitosa en cuanto a
que es la cepa caracteristica de Naupactus cervinus (Boheman 1840), una de las especies
de la tribu que mas ha incrementado su distribucion geografica a partir de la introduccion
accidental en otros paises, donde generalmente es considerada una plaga de cultivos de
importancia econdmica (Chadwick, 1965; Elgueta, 1993; Lanteri et al., 2002a,b) y en la
cual la infeccion se halla fijada. Ademaés, se ha encontrado evidencia indirecta para
hipotetizar la transmision horizontal de esta cepa entre N. cervinus y un
microhimenoptero parasitoide (Fernandez Goya et al., 2022), como también entre N.

cervinus y P. postfasciatus (Elias-Costa et al., 2019).

1.4 Especies de Naupactini involucradas en este
trabajo

Las especies de Naupactini son polifagas, aunque es frecuente observar preferencias por
ciertas familias de plantas. Las hembras de esta tribu cuentan con un ovipositor largo y
flexible que utilizan para depositar numerosos huevos aglutinados con una sustancia
cementante en hendiduras formadas por dos superficies, como pueden ser los puntos de
contacto entre el suelo y la hojarasca, grietas en troncos o ramas, debajo del céliz de las
flores o frutos, entre dos hojas o en un doblez de una hoja (Lanteri et al., 2002b). Las
larvas son subterraneas, viven libremente en el suelo alimentandose de las raices y
atraviesan numerosos estadios que culminan con la pupacion dentro de una celda de tierra
(Lanteri et al., 2002b). Tienen una Unica generacion anual y los adultos emergen del suelo
a lo largo de la temporada de verano de modo que en una misma estacion podemos

encontrar individuos de distintas edades.

En el presente trabajo de tesis se estudiaron cuatro especies de Naupactini que pueden

resultar perjudiciales para distintos cultivos: Pantomorus postfasciatus (Figura 1.3A),
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Naupactus cervinus (Figura 1.3B), Naupactus dissimulator (Figura 1.3C) y Naupactus

xanthographus (Figura 1.3D).

Figura 1.3 Especies de Naupactini utilizadas en este trabajo: Pantomorus postfasciatus (A), Naupactus cervinus (B),
Naupactus dissimulator (C) y Naupactus xanthographus (D). En todos los casos la barra de escala representa 1 mm.

Pantomorus postfasciatus se asocia con vegetacion arborea y pastizales en las
provincias Chaquefia y Pampeana y ademas se encuentra ocasionalmente en alfalfares de
la provincia de Cérdoba (Figura 1.4A) (Lanteri, 1994; Lanteri et al, 2002b). Se ha citado
como perjudicial para citricos en Corrientes, donde en 1990 los adultos causaron dafios
en el follaje y en las flores, y las larvas en las zonas del cuello y las raices (Lanteri et al.,
2002b). Su presencia ha sido reportada en Paraguay, Uruguay y Brasil, donde también se
la ha encontrado dafiando citricos (Lanteri et al., 2002a; Guedes et al., 2005). Cuenta con

linajes de reproduccion sexual no infectados con Wolbachia y con linajes
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partenogenéticos infectados con alta densidad de wNaul (Elias-Costa et al., 2019; da Cruz

Cabral et al., 2020).

Naupactus cervinus tiene una distribucion ancestral asociada a los bordes de la selva
en galeria de la selva paranaense (Rodriguero, 2009; Rodriguero et al., 2016), aunque
actualmente ha extendido su distribucién hacia otras regiones (Figura 1.4B) (Rodriguero
et al., 2016, 2019, 2023). Reviste gran importancia econdmica, especialmente en los
paises donde fue introducida. En la Argentina es dafiina para citricos, alfalfa, plantas de
jardin, diversos frutales y forestales (Lanteri, 1994; Lanteri et al., 2002b; Del Rio et al.,
2010); en Estados Unidos y Australia es perjudicial para citricos (Smith et al., 1997;
Lanteri et al., 2002b); en Brasil para citricos, café y rosaceas (Lanteri et al., 2002a, b;
Guedes et al., 2005); en Chile para alfalfa, bananos, citricos, damasco, durazno,
frambuesa, frutilla, maiz, manzano, palta, remolacha, trébol rosado y diversas gramineas
(Elgueta, 1993). Esta especie se reproduce por partenogénesis y no se conocen
poblaciones sexuales actuales (Rodriguero et al., 2010b). Todas las poblaciones

estudiadas se encuentran infectadas con wNau5 (Rodriguero et al., 2010b).

Naupactus dissimulator se asocia con la vegetacion de la selva en galeria del rio
Parana, desde Misiones hasta el Rio de la Plata en Buenos Aires (Lanteri et al., 2002b).
Su distribucion geogréafica es la mas acotada entre las especies estudiadas y no se tienen
reportes de introduccidn en otros paises (Figura 1.4C). En Argentina se ha reportado que
causa dafios en citricos, yerba mate y duraznero (Bosq, 1943; Lanteri et al., 2002b). De
reproduccion sexual estricta, no cuenta con linajes partenogenéticos; sin embargo, tanto
machos como hembras se encuentran infectados con densidades bajas de wNaul en parte

de su rango de distribucion (da Cruz Cabral et al., 2020).

20



Naupactus xanthographus se asocia principalmente con vegetacion arbérea de la
provincia Chaquefa, habiendo extendido su area de distribucion hacia zonas més aridas
(Figura 1.4D). Su biologia ha sido bien estudiada en Chile por los importantes dafios que
ocasiona en diversos cultivos, especialmente la vid (Caballero, 1968; Gonzélez et al.,
1992; Elgueta, 1993). En Argentina ocasiona dafos en alfalfa, vid, fruta fina y plantas de
jardin, como ligustro y rosal (Lanteri, 1994; Lanteri et al., 2002b; Del Rio et al., 2010),
aunque los dafios ocasionados no han alcanzado la magnitud de los que ocurren en Chile.
También de reproduccion sexual estricta, existen linajes donde machos y hembras estan
infectados con bajas densidades de wNaul, aunque también existen poblaciones

completamente libres de infeccion (da Cruz Cabral et al., 2020).

A. B. C. D.

Figura 1.4 Distribucion geografica en Argentina de distintas especies de Naupactini. A. Pantomorus postfasciatus. B.
Naupactus cervinus. C. Naupactus dissimulator. D. Naupactus xanthographus. La barra de escala representa 1000 km.
Los mapas de las distribuciones fueron tomados del Catalogo Naupactini (Coleoptera: Curculionidae) especies de
Argentina y Uruguay (Lanteri & del Rio, 2023).

1.5 Objetivos e Hipotesis

El presente trabajo de tesis pretende profundizar el conocimiento que se tiene sobre las
interacciones entre la bacteria endosimbidtica Wolbachia pipientis y distintas especies de

gorgojos de la tribu Naupactini, con especial foco en la reproduccion.

Las hipétesis y objetivos asociados de este trabajo son:
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Hipotesis I: La reproduccién de los linajes partenogenéticos de Pantomorus

postfasciatus depende de la densidad de Wolbachia.

Objetivo asociado: Evaluar la relacién entre la densidad de la cepa wNaul y la

viabilidad de la progenie en poblaciones partenogenéticas del gorgojo P. postfasciatus a
partir de un experimento de cura con un antibiotico efectivo contra Wolbachia,
controlando los efectos secundarios del compuesto y el posible efecto sobre otros

simbiontes.

Hipotesis 11: Wolbachia colocaliza en forma ubicua con otros simbiontes

dominantes en distintas especies de Naupactini.

Obijetivo asociado: Determinar la colocalizacion y densidad de los simbiontes mas

abundantes en distintas especies de Naupactini infectadas con Wolbachia.

Hipotesis 111: Las cepas de Wolbachia que infectan a especies de gorgojos capaces
de reproducirse partenogenéticamente presentan ciertas caracteristicas genémicas
comunes entre si y posiblemente con otras cepas que inducen este mismo fenotipo en
otros artrépodos, particularmente aquellos con sistema de determinacion del sexo diplo-

diploide.

Obijetivo asociado: Secuenciar, ensamblar y anotar funcionalmente los genomas de
las cepas de Naupactini wNaul y wNau5 y realizar un analisis gendmico-comparativo
con el fin de evidenciar familias de genes que podrian estar involucradas en la transicién
a la unisexualidad en este grupo de insectos. Adicionalmente se incluirdn en el analisis
cepas inductoras de partenogénesis, particularmente en especies de artropodos con

sistema de determinacion del sexo diplo-diploide.

Hipotesis 1V: Los parasitoides podrian actuar como vehiculos de la transmision de

Wolbachia entre especies de Naupactini.
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Objetivo asociado: Explorar el parasitoidismo como posible ruta de transferencia

horizontal de la infeccion con Wolbachia en la tribu Naupactini mediante la identificacion
de especies de parasitoides encontradas en este grupo, a través de un analisis de codigo
de barras del ADN, el diagnostico de la infeccion de las mismas y la caracterizacion de

la cepa de Wolbachia con la cual estén infectadas.

Con el abordaje de estos objetivos y la integracion de los resultados se espera aportar
informacion original sobre el rol de las bacterias endosimbioticas, particularmente
Wolbachia, haciendo foco en el factor densidad y su relacion con los distintos modos
reproductivos reportados para la tribu Naupactini. A su vez, la caracterizacion de dos
nuevos genomas de Wolbachia representa un avance en el esfuerzo colectivo por

reconstruir la historia evolutiva de esta bacteria.
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5. INTERACCIONES HOSPEDADOR-
PARASITOIDE REPORTADAS PARA
NAUPACTUS CERVINUS Y NAUPACTUS
DISSIMULATOR Y SU POSIBLE ROL EN
LA- TRANSFERENCIA HORIZONTAL DE
WOLBACHIA

5.1 Introduccion??

El parasitoidismo es una de las relaciones mas intimas y complejas que pueden darse entre
organismos y es sorprendentemente frecuente si consideramos que mas del 50% de las
especies que existen estan involucradas en esta dindmica (Smith et al., 2008). Los
parasitoides cumplen un rol ecoldgico fundamental, siendo cruciales en la estructura y
dindmica de las redes tréficas (Smith et al.,, 2008) y en la regulacion natural de las
poblaciones de insectos (Letourneau et al., 2009; Santos & Quicke, 2011). La
identificacion de estas especies es fundamental para poder establecer los vinculos dentro
y entre comunidades; sin embargo, se cree que solo el 1% de las especies de parasitoides
han sido descritas (Smith et al., 2008). En particular, es llamativo el caso de Hymenoptera,
que concentra al 75% de las especies de parasitoides, a la vez que se estima que sélo el

33% de las especies de este Orden han sido identificadas (Santos & Quicke, 2011).

Los parasitoides y sus hospedadores se ven involucrados en una “carrera
armamentista” que gobierna su evolucién conjunta. Los hospedadores cuentan con

diferentes mecanismos para evitar ser parasitoidizados, como comportamientos de

22 parte de los resultados presentados en el presente capitulo han sido publicados en: Fernandez Goya,
L., Lanteri, A.A., Confalonieri, V.A. and Rodriguero, M.S., 2022. New host-parasitoid interactions in
Naupactus cervinus (Coleoptera, Curculionidae) raise the question of Wolbachia horizontal transmission.
Symbiosis, pp.1-12.
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evitacion (Ohsaki & Sato, 1990; Hwang et al., 2007; Haverkamp & Smid, 2020) o
defensivos (Potting et al., 1999; Nofemela, 2017; Haverkamp & Smid, 2020), o diferentes
respuestas inmunes (e.g., Strand & Pech, 1995; Eslin & Prevost, 1996; Kim-Jo et al.,
2019; Yang et al.,, 2020b). Los parasitoides, por otro lado, pueden interrumpir o
desorganizar la respuesta inmune de los hospedadores (Eslin & Prevost, 1996; Prevost et
al., 2005; Labrosse et al., 2005; Mabiala-Moundoungou et al., 2010; Furihata et al., 2013;
Lin et al., 2018) o bien evitarla por completo al desarrollarse de manera tal que sus
hospedadores no los reconozcan como ajenos (e.g., huevos firmemente adheridos al
tejido) (Prevost et al., 2005). La interaccidon entre el parasitoide y su hospedador se
complejiza alin mas si consideramos sus microbiotas (Gurung et al., 2019; Dicke et al.,

2020).

La comunidad microbiana que habita cualquier organismo tiene una gran influencia
en su biologia. En este sentido, uno o varios microorganismos pueden influir en el éxito
o el fracaso de la parasitoidizacion (Oliver et al., 2005, 2009; Herniou et al., 2013; Xie et
al., 2014; Strand & Burke, 2015). Adicionalmente, la koinobiosis endoparasita (i.e., a
pesar de que el parasitoide se desarrolla de manera interna en el hospedador, le permite
continuar su propio desarrollo) implica una estrecha interaccion hospedador-parasitoide
(Gauld, 1988), lo cual posibilita el intercambio microbiano en ambos sentidos. Si bien es
mas frecuente que la transmision ocurra de manera tal que los parasitoides contraigan una
nueva infeccién (e.g., Heath et al., 1999; Huigens et al., 2000, 2004), se registraron casos
en los cuales la interaccion con parasitoides fue responsable de la incorporacion de nuevos
endosimbiontes por parte del hospedador (e.g., Gehrer & Vorburger, 2012; Ahmed et al.,

2015).

Hasta hace no mucho tiempo, la taxonomia basada en la morfologia era la Gnica

herramienta disponible para identificar organismos. Esto ha cambiado gracias a los
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avances en los métodos de identificacion molecular, que complementan la informacion
taxondmica particularmente en tres situaciones: i) cuando el material disponible proviene
de organismos dafiados o s6lo se cuenta con fragmentos de los mismos, ii) cuando existen
diferencias considerables entre estadios inmaduros y especimenes adultos que hacen que
unos y otros sean dificiles de identificar como miembros de la misma especie y iii) cuando
la morfologia por si sola no puede discriminar claramente entre especies, como es el caso
de las especies cripticas (Frézal & Leblois, 2008). Si bien el uso de herramientas
moleculares para la identificacion de organismos no es algo nuevo, el proyecto Barcode
of Life, iniciado en 2003, se enfoca en el desarrollo de una herramienta de diagnéstico
molecular simple y basada en el conocimiento taxondémico: el codigo de barras de la vida

(Hebert et al., 2003a; Schindel & Miller, 2005).

El término "cddigo de barras de ADN" (“DNA barcoding”; Hebert et al., 2003a) se
refiere al uso de una region estandarizada del ADN como distintivo para la identificacion
rapida y precisa de especies. Para animales se utiliza el gen que codifica para la enzima
mitocondrial citocromo c oxidasa (COIl) (Hebert et al., 2003a,b), en plantas se utiliza el
gen que codifica para la enzima cloroplastica ribulosa-1,5-bisfosfato
carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO) (CBOL Plant Working Group, 2009) y para identificar
hongos se utiliza la secuencia correspondiente al primer espaciador transcrito interno del
ADN ribosomal (ITS1) (Schoch et al., 2012). Se puede distinguir entre DNA barcoding
sensu stricto, que corresponde a la identificacion a nivel de especie de un organismo en
base a una Unica region estandarizada, o DNA barcoding sensu lato, que no es tan
restrictiva y se refiere a la identificacion a cualquier nivel taxonomico de un organismo a
partir de un fragmento de ADN que no necesariamente sea el estandar para el organismo
a identificar (Valentini et al., 2009). Asi, el analisis de DNA barcoding se ha vuelto una

técnica sumamente Util no solo para la taxonomia, sino para multiples disciplinas (Chase
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et al., 2005; Valentini et al., 2009), en particular para la identificacion de relaciones
simbidticas e interacciones hospedador-parasitoide (Besansky et al., 2003; Smith et al.,

2008; Morrow et al., 2014).

La tribu Naupactini incluye varias especies de importancia econémica (Del Rio &
Lanteri, 2018). En particular, N. cervinus es considerada una especie plaga en varios
paises. Sus larvas se alimentan de las raices de cultivos ornamentales y frutales,
particularmente Citrus spp. (Lanteri et al., 2002a; Olivares et al., 2014; Gulcu et al.,
2019), vy si sus huevos son encontrados sobre frutas pueden causar la interrupcion de la
exportacion de citricos y kiwi en los mercados del Este Asiatico (Logan et al., 2008).
También N. dissimulator puede resultar dafiina para cultivos de citricos (Citrus spp.),
yerba mate (llex paraguariensis) y durazno (Prunus persica) en el noreste Argentino
(Bosq, 1943; Lanteri et al., 2002b). Entonces, el estudio de las relaciones que se
establecen entre estos gorgojos y sus parasitoides podria permitir el desarrollo de

estrategias de control bioldgico.

Se han descrito varios parasitoides para distintas especies de gorgojos de esta tribu,
siendo las avispas de la familia Braconidae las mas frecuentes (géneros Centistes (Haliday
1835) y Microctonus (Wesmael 1835)). Microctonus sp. se reporté como parasitoide de
Cyrtomon luridus (Boheman 1940), una especie que en Brasil resulta dafiina para plantas
medicinales del género Duboisia (Solanaceae) (Tironi et al., 2004), mientras que en
Nueva Zelanda, el gorgojo introducido accidentalmente Atrichonotus taeniatulus (Berg
1881) es parasitoidizado por Microctonus aethiopoides (Loan 1975) (Barrat et al., 1998).
En Argentina se reportan varias especies de avispas parasitoides para N. xanthographus:
Fidiobia asina (Loiacono 1982) (Platygastridae) ataca los huevos (Loiacono, 1982),
mientras que las avispas Grassator viator (De Santis 1948) (Eulophidae) y Centistes sp.

(Braconidae) atacan las larvas (Artigas, 1994; Lanteri et al., 1998). Por otro lado, para N.
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cervinus también se han reportado parasitoides de distintos estadios: Fidiobia citri (Nixon
1969) (Platygastridae) ataca los huevos (Morse et al.,, 1988), Centistes sp. es un
parasitoide del estadio larval (Artigas, 1994; Lanteri et al., 1998) y Microctonus sp. del

estadio adulto (Rodriguero et al., 2014).

Finalmente, la multiplicidad de cepas de Wolbachia presentes en la tribu Naupactini
(Rodriguero et al., 2010a) en conjunto con la evidencia de transferencia horizontal de la
infeccion (Rodriguero et al., 2010a; Rodriguero et al., 2014; Elias-Costa et al., 2019;
Cabrio et al., 2022) podrian explicarse si se considera a los parasitoides como vehiculos
de la transmision (Werren et. al., 1995; Vavre et. al., 1999, Courdaux et. al., 2001).
Aunque probar la transferencia horizontal en poblaciones naturales es una tarea desafiante
(Hughes et al., 2004), el estudio de posibles eventos de cambios de hospedador a través
de métodos indirectos contribuira a una mejor comprensién del masivo éxito colonizador

de Wolbachia.

Este capitulo tiene por objetivo general explorar el parasitoidismo como posible ruta
de transferencia horizontal de endosimbiontes en la tribu Naupactini. Como objetivos
particulares se pretende i) Identificar algunas especies de parasitoides asociadas con N.
cervinus y N. dissimulator a través de DNA barcoding; ii) Establecer el estado de
infeccion de dichos parasitoides con respecto a las bacterias endosimbioticas reportadas
para la tribu Naupactini (i.e., Wolbachia, Rickettsia sp. y Spiroplasma spp.); iii) Tipificar
las cepas presentes en las especies parasitoides y compararlas con las de sus respectivos

hospedadores.
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5.2 Materiales y Métodos

5.2.1 Colecta y diseccion del material, extracciéon del ADN vy
obtencion de las secuencias
Se colectaron 30 hembras de N. dissimulator en Palermo (CABA) (-34,571583; -

58,418972), 6 hembras de N. cervinus en Chajari, Provincia de Entre Rios (-30.7573, -
57.9916) y 12 hembras de N. cervinus en Zarate, Provincia de Buenos Aires (-34.0958, -
59.0242) utilizando el método de la sabana o bien removiéndolas manualmente de la
vegetacion. Las hembras fueron disecadas bajo flujo laminar y las larvas de parasitoides
encontradas en la cavidad abdominal de las mismas se conservaron en alcohol 100% y se

almacenaron a 4°C hasta el momento de la extraccion del ADN.

El ADN genomico total de cada larva se extrajo utilizando el kit DNeasy Blood and
Tissue (QIAGEN, EEUU), siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego, se amplificd
un fragmento de la subunidad | del gen que codifica para la enzima mitocondrial
citocromo c¢ oxidasa (COIl) a fin de realizar un andlisis de identificacion mediante DNA
barcoding. La amplificacion se llevo a cabo con los oligonucleétidos especificos S1718
(5'-GGA GGA TTT GGA AAT TGA TTA GTT CC-3") y A2442 (5'-GCT AAT CAT
CTA AAA ATT TTA ATT CCT GTT GG-3'), disetiados por Normark, (1994), en un
volumen de reaccién de 20 ul con 50-100 ng de ADN como templado; 0,5 uM de cada
oligonucle6tido (Macrogen, Corea); 0,1 mM de cada dNTP (Promega, EEUU); 3,0 mM
de MgCly; 1,0 unidad de Taqg polimerasa (Thermo Fisher Scientific, EEUU) y 1X de
buffer de reaccion (Thermo Fisher Scientific, EEUU). Se utiliz6 un termociclador Verity
(Applied Biosystems, USA) siguiendo el régimen térmico descrito por Scataglini et al.,
(2005), que comienza con una incubacion a 94°C durante 6 min, seguido por 35 ciclos de
94°C por 1 min, 48°C por 1 min y 72°C por 90 seg, concluyendo con una ultima

elongacion a 72°C durante 5 min. Los productos de PCR fueron visualizados a partir de
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electroforesis (90 V por 30 min) en un gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed®
(Biotium, EEUU) y purificados con el método FastAP (Thermo Fisher Scientific, EEUU).
Luego, los fragmentos fueron secuenciados en la Unidad de Gendmica del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA), utilizando un secuenciador 3130xI
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, EEUU). Los cromatogramas resultantes se

editaron con BIOEDIT v.7.2.5 (Hall, 1999) y se construy6 la secuencia consenso.

Se realizd un diagndstico de la infeccion con Wolbachia, Rickettsia sp. y Spiroplasma
sp. mediante amplificacion por PCR de punto final de genes especificos de cada bacteria.
Los oligonucleotidos y condiciones de ciclado se encuentran detallados en las secciones
3.2.2.1 (Capitulo 3), 2.2.3.2.1 (Capitulo 2) y 3.2.3.1 (Capitulo 3) respectivamente. Los
productos de PCR fueron visualizados a partir de electroforesis (90 V por 30 min) en un

gel de agarosa al 1% tefiido con GelRed® (Biotium, EEUU).

Latipificacion de las cepas de Wolbachia se realizo a partir del método MLST (Baldo
et al., 2006). Se amplificaron los genes ftsZ, gatB, coxA, hcpA, y fbpA utilizando los
oligonuclettidos y regimenes térmicos establecidos por Baldo et al., (2006). Luego, las
secuencias obtenidas para cada gen fueron contrastadas con la base de datos de genotipos
multilocus de Wolbachia (https://pubmlst.org/organisms/wolbachia-spp/) (Jolley et al.,
2018) para obtener la identidad de cada alelo y el perfil alélico o ST (“Sequence Type”,
por sus siglas en inglés).

5.2.2 Reconstruccion filogenética

Los analisis subsiguientes siguieron la légica de Rodriguero et al., (2014) y Sasakawa et
al., (2011). Se realizaron andlisis de BLASTn (Altschul et al., 1990; Altschul, 1997) e
identificacion con las herramientas de la base de datos BOLD (Ratnasingham & Hebert,
2007) a partir de las secuencias obtenidas para la caracterizacion de cada parasitoide a

nivel de familia (DNA barcoding sensu lato). Se confecciond un conjunto de datos para
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cada incégnita en el que se incluyeron secuencias de especies y géneros putativamente

emparentados y secuencias adecuadas como grupo externo.

Las secuencias de cada conjunto de datos se alinearon utilizando ClustalW
(Thompson et al., 1994) con la configuracién de pardmetros predeterminada. Los
alineamientos obtenidos se inspeccionaron visualmente y, de ser necesario, fueron

corregidos manualmente usando BioEdit version 7.2.5 (Hall, 1999).

Las reconstrucciones filogenéticas se realizaron mediante inferencia Bayesiana,
método que se basa en elegir la hip6tesis filogenética (arbol) con mayor probabilidad
posterior, es decir, la probabilidad de que el arbol elegido sea correcto dados los datos
provistos y el modelo de evolucion molecular establecido a priori (Huelsenbeck et al.,
2001). El célculo de la probabilidad posterior implica evaluar todos los posibles arboles
y, para cada arbol, investigar todas las posibles combinaciones de longitudes de ramas y
pardmetros del modelo evolutivo. Dado que este célculo resulta prohibitivo
computacionalmente, se utiliza un algoritmo de Cadenas de Markov de Monte Carlo
(MCMC por sus siglas en inglés) que, mediante la simulacion estocéstica, permite obtener

una aproximacion de la distribucion de la probabilidad posterior.

En esencia, el algoritmo parte de un arbol al azar y realiza ligeras modificaciones en
las variables de partida, ya sea la posicion o longitud de una rama en concreto, o el valor
de un parametro del modelo evolutivo. Luego de cada modificacién se compara el nuevo
arbol con el anterior. Si el arbol modificado tiene una probabilidad posterior mayor que
el arbol original, el algoritmo acepta el cambio y continta desde ese punto. Es necesario
darle tiempo (generaciones) al algoritmo para que explore el conjunto de arboles posibles
y alcance la topologia mas probable (estado estacionario). Al partir de un arbol al azar es

muy factible que la probabilidad posterior inicial sea baja y, como los cambios que se
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introducen son relativamente pequefios, se suele descartar un porcentaje inicial de las

topologias muestreadas antes de construir el arbol consenso.

Las cadenas de Markov se complementan con el algoritmo “Metropolis-coupled
Montecarlo via Cadenas de Markov” (MCMCMC o MC3) que consiste en realizar dos
analisis independientes, cada uno utilizando cuatro cadenas de Markov. La cadena con
mayor probabilidad posterior se comporta siempre como cadena “fria”, mientras las otras
tres se comportan como cadenas “calientes”. Las cadenas “calientes” son exploradoras y
pueden aceptar topologias suboptimas, evitando que el algoritmo se quede atrapado en un
maximo local de probabilidad posterior (Figura 5.1). Para saber si las cadenas han
explorado eficientemente el conjunto de arboles se estudia la convergencia de las cadenas
“frias” entre los dos andlisis independientes y una de las formas mas sencillas de hacerlo
es observar sus diferencias medias 0 SDSF por sus siglas en inglés (“Standard Deviation
of Split Frequencies™): una diferencia menor a 0,01 entre dichas magnitudes es un buen

indicador de que los analisis han convergido.

Maximo global

51%

31% 18%

Probabilidad posterior

Topologia 1 Topologia 2 Topologia 3

Figura 5.1 Modelo representativo de la distribucién de probabilidad posterior entre distintas topologias posibles en
inferencia filogenética bayesiana. Los porcentajes indican la probabilidad posterior de cada una de las topologias
correspondientes.

Entonces, para comenzar con el analisis de inferencia Bayesiana es necesario elegir
el modelo de sustitucion nucleotidica que describe como evolucionan las secuencias. La

eleccion del modelo se realiz6 en base al criterio de informacion de Akaike utilizando el
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programa MRMODELTEST v. 2.4 (Nylander, 2004). EI modelo optimo resultd ser
GTR+I+G (Modelo General Reversible, GTR por sus siglas en inglés) para las tres
reconstrucciones filogenéticas realizadas. Este modelo asume una tasa de sustitucion
nucleotidica para cada posible sustitucion (A—C, AT, AoG, CoT, CoG y ToG),
con una distribuciéon Gamma (la cual establece que hay regiones de la secuencia donde
las sustituciones son mas probables) y proporcion de sitios invariantes. La inferencia
bayesiana se realiz6 con MRBAYES v. 3.2.2 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001; Altekar et
al., 2004) ejecutando dos analisis independientes iniciados a partir de un arbol aleatorio
y explorando el espacio del arbol con una cadena fria y tres cadenas calientes
progresivamente. Los andlisis se realizaron durante 1.000.000 de generaciones y se
verificd que el SDSF fuera menor a 0,01 antes de darlo por terminado. El &rbol consenso
se construye combinando clados que ocurrieron en al menos un cierto porcentaje de las
topologias estudiadas. En este caso se utilizo un umbral del 50% y la longitud de las ramas
se calcularon a partir del promedio de todos los arboles que contuvieron al clado. Se

descarto el 25% inicial de las topologias muestreadas.

Se realizaron dos analisis filogenéticos a fin de identificar al parasitoide de N.
dissimulator por DNA barcoding. Inicialmente se llevé a cabo un analisis a nivel de
superfamilia a partir de 27 secuencias de distintos miembros de las superfamilias
Oestroidea y Muscoidea (Diptera) y una secuencia de la superfamilia Hippoboscoidea
(Diptera) como grupo externo. Posteriormente, se ejecutd un nuevo anélisis, esta vez a
nivel de la familia Tachinidae, que involucr6 29 secuencias de cinco géneros
emparentados y una secuencia del género Coenosia sp., (Meigen 1826) (Muscidae,

Diptera) como grupo externo.

Por otro lado, se construyeron dos conjuntos de datos para identificar los dos

parasitoides encontrados en N. cervinus por DNA barcoding. Uno de los conjuntos
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incluy6 54 secuencias de la familia Tachinidae (Diptera) pertenecientes a cuatro géneros
estrechamente relacionados (subfamilia Dexiinae) y seis secuencias de tres especies
diferentes (subfamilia Tachininae) utilizadas como grupos externos (Stireman et al.,
2019). El otro conjunto de datos se conformd por 65 secuencias de cinco géneros de la
familia Braconidae (Hymenoptera), incluida la secuencia de Microctonus sp., reportada
previamente como parasitoide para N. cervinus (Rodriguero et al., 2014), mientras que

un representante de Ichneumonidae (Hymenoptera) se utiliz6 como grupo externo.

Adicionalmente, para cada analisis se estimaron las distancias genéticas por pares
entre generos y entre especies utilizando MEGA-X v.10.2.5 (Kumar et al., 2018) sobre la
base del método de distancia p, que es la proporcidn (p) de sitios nucleotidicos en la que
dos secuencias que se comparan son diferentes (p=diferencias de nucleétidos/nucleotidos

comparados).

5.3 Resultados

5.3.1 Parasitoide de Naupactus dissimulator
El 3,33% (1/30) de las hembras disecadas contenia una larva de parasitoide en su

abdomen (Figura 5.2). La larva se encontraba viva al momento de la diseccion.

Figura 5.2 Larva de parasitoide encontrada en la cavidad abdominal de una hembra de N. dissimulator. La barra de
escala representa 2 mm.
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Los analisis de BLASTn y BOLD indicaron que el parasitoide de N. dissimulator era
un diptero (secuencia COIl de 725 pb; nimero de acceso GenBank 0Q448505). Sin
embargo, se observaron discrepancias en cuanto a la familia con mayor afinidad al
parasitoide analizado. Mientras que el analisis de BLASTn, que consiste en una
comparacion con las secuencias depositadas en la base de datos GenBank, indicé una
similitud de 88-90% con el género Coenosia (Muscidae, Diptera) (e.g., nUmero de acceso
de GenBank KY834248.1, valor E=7e-180), el andlisis basado en la base de datos BOLD
sefial6 un similitud del 90-96% con el género Celatoria (Coquillett 1890) (Tachinidae,
Diptera). La incertidumbre en cuanto a la familia a la que se asignaria el parasitoide en

cuestion sugirid la necesidad de realizar un analisis a nivel de superfamilia.

El andlisis a nivel de superfamilia reveld que la secuencia del parasitoide de N.
dissimulator se agrupd con secuencias de los géneros Celatoria (Tachinidae) y
Opsomeigenia (Townsend 1919) (Tachinidae) con alto soporte nodal (Figura 5.3). Por
este motivo, se hizo un segundo analisis a nivel de familia que incluy6 secuencias de
Tachinidae. Este andlisis subsiguiente reveld que el parasitoide se agrupd con alta
probabilidad posterior con algunas secuencias del género Celatoria colectadas en Costa
Rica (Figura 5.4), mientras que otras secuencias colectadas en la misma zona forman un
grupo monofilético con la secuencia correspondiente a Celatoria diabroticae (Shimer
1871) (proveniente de Estados Unidos), y estas a su vez constituyen el grupo hermano de

otros géneros (Figura 5.4).

Por otro lado, las distancias genéticas entre el parasitoide y las secuencias de
Celatoria sp. que constituyen su grupo hermano es inferior al 4%, mientras que las

distancias entre el parasitoide y el resto del conjunto de datos considerado (incluyendo
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las otras secuencias asignadas a Celatoria sp. y a Celatoria diabroticae) alcanzan valores

entre 13-16% (Tabla 5.1).

Finalmente, el estado de infeccion resultd negativo para todas las bacterias evaluadas.

Tree scale: 0.1 ———

0.907

.689

Lipoptena depressa DIPUR(59-10

Fannia sociella AMCAP283-20 Fanniidae
Piezura graminicola BBDC(Q939-10 Fanniidae
Coenosia GMSAX807-14 Muscidae
— Lucilia sericata BCFOR757-15
Oestrus ovis GBMIN59417-17 Oestridae
Tu|:M'ystacmo.bi&z zelandica GBMIN13208-13 Mystacinobiidae
Corditura pleuritica BBDED281-10 Scathophagidae
| Melanophora roralis ASDMT1069-11 Rhinophaoridae
: I_ Tricogena rubricosa ARTNO019-17  Rhinophoridae
0880 Hypoderma tarandi FIDIP3705-13 Oestridae
E Sarcophaga. rmpav'trens AUSFF001-08 | Sarcophagi dae
Oxysarcodexia varia GBMING60128-17
r Musca domestica AGIRI228-17 Muscidae
R Chrysomya megacephala BFIB177-12
—— Trichopalpus punctipes BBDCM063-10 Scathophagidae
0.854 _Eaphne divisa BCBEE095-21
Eutrichota lipsia BBDCQ047-10
——— Opsomeigenia sp. ASCRT199-10
Parasitoide N. dissimulator AR
Celatoria sp. PLCEEQ37-20

o)

stCelatoria sp. PLVBB217-20
Celataria sp. PLEDF438-20
Celatona diabroticae ASIL0O596-17 | Tachinidae
Ceiatona sp. ASCRT531-10
1 Celatoria sp. PLCEM300-20
f' Celatoria sp. GMCRW211-13

Celatoria sp. ASCRT539-10

0.996

Figura 5.3 Posicion filogenética de la larva del parasitoide hallada en N. dissimulator (en negrita) a partir de un andlisis
de familias considerando las superfamilias Muscoidea y Oestroidea (Diptera) basado en secuencias del gen
mitocondrial COI. Los nimeros debajo de las ramas indican el soporte nodal (probabilidad posterior) y la barra de
escala indica el numero de sustituciones por sitio. Se muestra el nimero de acceso de la base de datos BOLD en cada

secuencia.
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Tree scale: 0.1

Coenosia Muscidae GMSAY451-14

— Parasitoide N. dissimulator AR

- [Ce.'aroria sp. PLvBB217-20 CR
0

w1 Celatoria sp. PLEDF438-20 CR
Celatoria sp. PLCEE037-20 CR
Celatoria diabroticae ASIL0O596-17 US
Celatoria sp. ASCRT531-10 CR
Celatoria sp. PLCEM300-20 CR
41( Celatoria sp. GMCRW211-13 CR
Celatoria sp. ASCRT539-10 CR
Opsomeigenia sp. ASCRT199-10
Compsilura concinnata GBMNC10299-20
Compsilura concinnata GBMNC10297-20
Blondelia nigripes TACFI390-12
"2 Blondelia nigripes TACFI498-12
Blondelia inclusa NODES018-21
t L Blondelia inclusa COLHH1890-18
Blondelia sp. GMARC1017-14 AR
o7k Blondelia hyphantriae CNPPA638-12
f&:Blonde.’fa eufitchiae BBDEC792-09
**"— Blondelia hyphantriae GBMIN34306-13
Eucelatoria armigera ASTAR530-07
0524 Eucelatoria aurea ACGBA10524-19
: Eucelatoria aurea ASHYB741-09
[Eucelatoria charapensis GBMNC7857-20
Eucelatoria piligera ASCRT465-10
Eucelatoria gladiatrix GBMNC7854-20
ﬁ’_EEuce.’atoria auriceps GBMNC7861-20
0918 Eucelatoria texana GMOKH450-15

Figura 5.4 Posicion filogenética de la larva del parasitoide hallada en N. dissimulator (en negrita) a partir de un andlisis
parcial de la familia Tachinidae (Diptera) en base a secuencias del gen mitocondrial COI. Los nimeros debajo de las
ramas indican el soporte nodal (probabilidad posterior) y la barra de escala indica el nimero de sustituciones por
sitio. Se muestra el nimero de acceso de la base de datos BOLD en cada secuencia. Para las secuencias del género
Celatoria se aclara el pais de origen: AR: Argentina, CR: Costa Rica, US: Estados Unidos.

0.969
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Tabla 5.1 Distancias genéticas (método de distancias p) entre las especies de la familia Tachinidae (Diptera) utilizadas para la reconstruccion filogenética en base a secuencias del gen mitocondrial
COl para la larva del parasitoide hallada en N. dissimulator. Los nimeros de acceso corresponden a representantes de los grupos que se detallan en la Figura 5.3. AR: Argentina, CR: Costa Rica.

Taxa Distancia genética

Parasitoide de N. dissimulator
Celatoria PLVBB217-20-CR 0,036

Celatoria diabroticae 0,160 0,156

Celatoria PLCEM300-20-CR 0,128 0,113 0,115

Blondelia hyphantriae 0,131 0,117 0,141 0,115

Blondelia eufitchiae 0,126 0,112 0,134 0,116 0,024

Blondelia sp. - AR 0,124 0,106 0,147 0,103 0,061 0,059

Blondelia inclusa 0,134 0,118 0,135 0,106 0,069 0,059 0,056

Blondelia nigripes 0,132 0,117 0,131 0,100 0,064 0,060 0,055 0,019

Compsilura concinnata 0,133 0,122 0,141 0,110 0,092 0,090 0,093 0,087 0,079

Eucelatoria aurea 0,130 0,123 0,134 0,114 0,212 0,110 0,105 0,116 0,111 0,107

Eucelatoria gladiatrix 0,143 0,121 0,131 0,120 0,121 0,117 0,119 0,122 0,118 0,112 0,107

Eucelatoria armigera 0,135 0,133 0,136 0,121 0,116 0,123 0,115 0,121 0,112 0,113 0,091 0,115

Eucelatoria piligera 0,158 0,126 0,159 0,114 0,130 0,133 0,121 0,123 0,115 0,115 0,117 0,066 0,106

Eucelatoria charapensis 0,132 0,118 0,128 0,106 0,116 0,120 0,112 0,117 0,110 0,106 0,107 0,059 0,092 0,004

Eucelatoria texana 0,139 0,131 0,135 0,132 0,119 0,120 0,114 0,119 0,112 0,127 0,115 0,062 0,101 0,070 0,065
Eucelatoria auriceps 0,132 0,113 0,125 0,120 0,118 0,114 0,114 0,108 0,100 0,116 0,109 0,056 0,097 0,070 0,069 0,049
Opsomeigenia sp. 0,128 0,118 0,135 0,117 0,105 0,100 0,097 0,084 0,080 0,107 0,120 0,112 0,117 0,123 0,117 0,108 0,108
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5.3.2 Parasitoides de Naupactus cervinus
Después de la diseccion, el 8,33% (1/12) de las hembras de Zarate y el 17% (1/6) de las

hembras de Chajari presentaron larvas en el abdomen.

En base a los resultados obtenidos de los andlisis de BLASTn y utilizando la base de
datos BOLD, el parasitoide muestreado en Zarate es un diptero (parasitoide-D) que
pertenece a la familia Tachinidae (secuencia COI de 685 pb; numero de acceso GenBank
0Q446040), que comparte 88-92% de identidad nucleotidica con el género Oestrophasia
(Brauer & Bergenstamm 1889) (e.g., niUmero de acceso de GenBank KR673160.1, valor

E=8e-171).

El analisis a nivel de género muestra que el parasitoide-D esta més estrechamente
relacionado con muestras de la familia Tachinidae recolectadas en la provincia de
Misiones, Argentina (Figura 5.5), que ante la carencia de una identificacion a nivel
genérico fueron determinadas como Oestrophasia sp. por el Dr. Pablo Mulieri, experto
en dipteros del Museo Argentino de Ciencias Naturales (Comunicacion Personal).
Ademas, todas las muestras argentinas se agruparon con especimenes del género
Oestrophasia provenientes del hemisferio norte (Figura 5.5). La distancia genética entre
el parasitoide-D y las muestras de Misiones es de aproximadamente 3% (Tabla 5.2),
mientras que las distancias genéticas entre el parasitoide-D y otras secuencias de
Oestrophasia spp. de América del Norte y Central oscilan entre el 7 y el 13%. Las
distancias genéticas entre el parasitoide-D y los demas géneros considerados en este
estudio oscilan entre el 11 y el 12%, mientras que entre los diferentes géneros de

taquinidos oscilan entre el 10 y el 14 % (Tabla 5.2).

El diagnostico de la infeccion con endosimbiontes bacterianos indico que el

parasitoide-D no esta infectado.
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Figura 5.5 Posicion filogenética de la larva del parasitoide hallada en N. cervinus (en negrita) a partir de un analisis
parcial de la familia Tachinidae (Diptera) en base a secuencias del gen mitocondrial COI. Los nimeros debajo de las
ramas indican el soporte nodal (probabilidad posterior) y la barra de escala indica el nimero de sustituciones por
sitio. Se muestra el nimero de acceso de la base de datos BOLD en cada secuencia. Para las secuencias del género
Oestrophasia se aclara el pais de origen. AR: Argentina, CA: Canadd, CR: Costa Rica, US: Estados Unidos.
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Tabla 5.2 Distancias genéticas (método de distancias p) entre las especies de la familia Tachinidae (Diptera) utilizadas para la reconstruccion filogenética en base a secuencias del gen mitocondrial
COl para la larva del parasitoide hallada en N. cervinus. Los nimeros de acceso corresponden a representantes de los grupos que se detallan en la Figura 5.4. * Distancia promedio entre todas
las muestras provenientes de Argentina y el parasitoide-D. CA: Canada, CR: Costa Rica.

Taxa Distancia genética

Parasitoide-D de N. cervinus
Oestrophasia sp. de Misiones* 0,031
Oestrophasia signiferum 0,090 0,089
Oestrophasia sp. - ASCRW784-10 CR 0,101 0,094 0,097
Oestrophasia sp. - ASCRW792-10 CR 0,084 0,081 0,061 0,111
Oestrophasia sp. - PLAAB351-18 CR 0,078 0,076 0,043 0,092 0,039
Oestrophasia sp. - ASCRW793-10 CR 0,127 0,105 0,113 0,108 0,094 0,088
Oestrophasia sp. - GMACU076-15 CR 0,133 0,101 0,116 0,104 0,103 0,093 0,051

Oestrophasia sp. - JSDIR863-11 CA 0,083 0,075 0,041 0,091 0,037 0,015 0,094 0,093

Rondania dimidiata 0,111 0,107 0,228 0,121 0,143 0,115 0,130 0,116 0,113

Dufouria chalybeata 0,123 0,108 0,123 0,120 0,147 0,121 0,125 0,123 0,118 0,108

Dufouria nigrita 0,122 0,106 0,117 0,124 0,136 0,109 0,120 0,129 0,112 0,109 0,080

Ebenia spp. 0,128 0,129 0,135 0,142 0,146 0,125 0,139 0,240 0,122 0,126 0,119 0,121
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El parasitoide colectado en Chajari es un himendptero (parasitoide-H), que pertenece
a la familia Braconidae (secuencia COIl de 693 pb; nimero de acceso de GenBank
0Q446564) y comparte 82-88% de identidad nucleotidica con el género Microctonus

(e.g., nimero de acceso de GenBank AB563731.1, valor E=1e-137).

El anélisis del conjunto de datos de Braconidae indica que el parasitoide-H estudiado
se encuentra dentro del género Microctonus con un alto soporte nodal (Figura 5.6). Las
secuencias mas estrechamente relacionadas con este espécimen son las de varios
ejemplares de Euphorinae colectados en Formosa y Misiones (Argentina), que no habian
sido identificadas a nivel de género al momento de su publicacion en la base de datos y,
segln nuestro analisis, también pertenecerian al género Microctonus (Figura 5.6). Las
distancias genéticas entre el parasitoide-H y las muestras de Argentina, incluido el
parasitoide del género Microctonus reportado para N. cervinus por Rodriguero et al.,
(2014) oscila entre 8-15%. Las distancias genéticas entre el parasitoide-H y los demés
miembros del género Microctonus incluidos en el analisis oscilan entre el 10 y el 15%,
mientras que las distancias con los otros géneros de Braconidae analizados aqui son

mayores, entre el 20 y el 23% (Tabla 5.3).

El diagndstico de la infeccion con Wolbachia fue positivo para el parasitoide-H. Del
total de las secuencias utilizadas por el sistema MLST solo se recuperd la correspondiente
al gen gatB y correspondié al alelo 127, coincidiendo con el de la cepa wNau5 de N.

cervinus.
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Figura 5.6 Posicion filogenética de la larva del parasitoide hallada en N. cervinus (en negrita) a partir de un analisis
parcial de la familia Braconidae (Hymenoptera) en base a secuencias del gen mitocondrial COI. Los nimeros debajo
de las ramas indican el soporte nodal (probabilidad posterior) y la barra de escala indica el nimero de sustituciones
por sitio. Se muestra el nimero de acceso de la base de datos BOLD de cada secuencia. Para las secuencias del género
Microctonus se aclara el lugar de origen. AF: Africa, AR: Argentina, (FO): Formosa, (MI): Misiones, AU: Australia, CA:
Canada, CL: Chile, CR: Costa Rica, EU: Europa, FR: Francia, GB-ENG: Inglaterra, IE: Irlanda, MA: Marruecos, NZ: Nueva
Zelanda, SA: Sudameérica, US: Estados Unidos, UY: Uruguay.
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Tabla 5.3 Distancias genéticas (método de distancias p) entre las especies de la familia Braconidae (Hymenoptera) utilizadas para la reconstruccion filogenética en base a secuencias del gen mitocondrial COl para la
larva del parasitoide hallada en N. cervinus. Los nimeros de acceso corresponden a representantes de los grupos que se detallan en la Figura 5.5. AF: Africa, AR: Argentina, (FO): Formosa, (MI): Misiones, AU: Australia,
CA: Canada, CR: Costa Rica

Taxa Distancia genética

Parasitoide-H de N. cervinus

Euphorinae - AR(FO) 0,083

Euphorinae GMARN1590-14 - AR(MI) 0,088 0,103

Braconidae - CR 0,110 0,130 0,109

Microctonus sp.? 0,144 0,160 0,146 0,154

Microctonus sp. JICCB1925-16 - CR 0,132 0,152 0,139 0,131 0,137

Microctonus sp. PLABG3162-18 - CR 0,129 0,142 0,139 0,129 0,125 0,099

Microctonus sp. - CA 0,138 0,134 0,133 0,127 0,131 0,107 0,086

Euphorinae GMAGI1131-15 - AR(MI) 0,158 0,162 0,161 0,162 0,170 0,168 0,166 0,174

Euphorinae GMAGP1926-15 - AR(MI) 0,155 0,166 0,152 0,159 0,160 0,137 0,136 0,144 0,167

Euphorinae GMAGP1943-15 - AR(MI) 0,128 0,144 0,130 0,118 0,139 0,137 0,112 0,129 0,168 0,152

Microctonus sp. GMCCF906-17 - CR 0,129 0,145 0,133 0,126 0,129 0,120 0,119 0,125 0,157 0,155 0,085

Microctonus hyperodae Este® 0,130 0,140 0,151 0,122 0,143 0,136 0,120 0,129 0,170 0,160 0,135 0,133

Microctonus hyperodae Oeste® 0,138 0,144 0,150 0,121 0,144 0,136 0,122 0,130 0,168 0,164 0,139 0,134 0,011
Microctonus sp. - AF 0,162 0,166 0,151 0,144 0,178 0,155 0,138 0,136 0,186 0,169 0,154 0,162 0,163 0,162
Microctonus sp. - AU 0,131 0,154 0,156 0,135 0,154 0,147 0,133 0,144 0,167 0,168 0,151 0,153 0,133 0,138 0,145
Microctonus zealandicus 0,125 0,146 0,152 0,137 0,155 0,141 0,137 0,139 0,178 0,173 0,147 0,146 0,135 0,139 0,148 0,099

Microctonus aethiopoides - Hypera sp.© 0,140 0,154 0,150 0,141 0,158 0,137 0,130 0,144 0,170 0,160 0,128 0,139 0,154 0,158 0,158 0,142 0,140

Microctonus aethiopoides - Sitona sp.¢ 0,156 0,162 0,157 0,157 0,166 0,164 0,148 0,156 0,159 0,163 0,144 0,134 0,160 0,166 0,170 0,149 0,163 0,090

Microctonus brassicae 0,121 0,149 0,144 0,114 0,139 0,120 0,114 0,125 0,173 0,149 0,123 0,122 0,109 0,112 0,128 0,128 0,132 0,116 0,110

Centistes spp. 0,213 0,215 0,200 0,213 0,223 0,210 0,209 0,217 0,236 0,225 0,219 0,217 0,229 0,228 0,223 0,208 0,204 0,219 0,231 0,220

Elasmosoma spp. 0,231 0,238 0,231 0,238 0,247 0,251 0,249 0,237 0,254 0,249 0,237 0,243 0,247 0,246 0,232 0,245 0,242 0,247 0,252 0,234 0,226

Meteorus spp. 0,203 0,210 0,202 0,195 0,206 0,201 0,195 0,200 0,212 0,209 0,202 0,193 0,198 0,199 0,203 0,200 0,204 0,198 0,205 0,192 0,222 0,244
Neoneurus spp. 0,214 0,231 0,220 0,219 0,238 0,228 0,212 0,221 0,244 0,241 0,220 0,226 0,220 0,221 0,203 0,204 0,223 0,223 0,236 0,216 0,229 0,213 0,218

2 Parasitoide reportado por Rodriguero et al., (2014) para N. cervinus.
b Biotipos Este y Oeste de M. hyperodae de acuerdo a lline & Phillips, (2004)
¢ Biotipos de M. aethiopoides de acuerdo a su gorgojo hospedador de acuerdo a Vink et al., (2003, 2012), Phillips et al., (2012), y Vink, (2012)
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5.4 Discusion

Este es el primer registro de la familia de dipteros Tachinidae como parasitoides tanto de
N. cervinus como de N. dissimulator. Ademas, se reporta por primera vez la existencia de
una especie del género Oestrophasia en Argentina. También se reporta una segunda
especie de la familia de himenopteros Braconidae, perteneciente al género Microctonus,

que utiliza a N. cervinus como hospedador.

Aunque se conocen alrededor de 784 géneros de moscas de la familia Tachinidae en
la region Neotropical, una abrumadora cantidad aun no ha sido descrita (O'Hara &
Henderson, 2020; O'Hara et al., 2020). La correcta identificacién de los Tachinidae
Neotropicales conlleva varios problemas. Por un lado, el catdlogo de taquinidos de
Latinoamérica (Guimardes, 1971) no ha sido actualizado ni adaptado a una clasificacion
moderna de la familia (O’Hara, 2013). Por otro lado, existen diferentes claves de taxones

supraespecificos y pocas colecciones de referencia disponibles (Toma, 2012).

Las moscas de la familia Tachinidae son conocidos parasitoides de gorgojos que
generalmente infectan etapas larvarias (Waggy & Beardsley, 1974; Lanteri et al., 1998;
Phillips et al., 2000; Wood & Cave, 2006). Las especies del género Celatoria ponen
huevos que contienen larvas completamente desarrolladas directamente en el hospedador
adulto mediante el uso de una estructura perforante separada del ovopositor (Zhang et al.,
2004). Este género ha sido ampliamente estudiado en relacion al género de crisomélidos
Diabrotica (Chevrolat 1836) (Coleoptera, Chrysomelidae), que incluyen algunas de las
especies en condicion de plaga mas importantes y devastadoras del continente Americano
(Cabrera Walsh, 2005) y en el cual también se encuentra extendida la infeccion con
Wolbachia (Clark et al., 2001), aunque no se han encontrado registros de que

parasitoidicen curculionidos. Por otra parte, las especies de Oestrophasia infectan a los
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23 puestos

gorgojos adultos cuando éstos accidentalmente comen los huevos “microtipo
en las hojas (Santis, 2017) y que luego eclosionan dentro del tracto digestivo del
hospedador (Clausen, 1940). Este género ha sido reportado como parasitoide de otros
curculiénidos, como especies del complejo Amphidees (Schoenherr 1842), cominmente
Ilamados gorgojos del manzano (Sanchez-Pefia et al., 2001; Velazquez et al., 2002) y
Artipus floridanus (Horn 1876), una plaga de citricos en Florida y varios paises del Caribe
(Kovarik & Reitz, 2005). Las moscas taquinidas se utilizan como agentes de control
bioldgico en varios cultivos (Grenier, 1988; Stireman et al., 2006), por lo que el informe

de nuevas interacciones hospedador-parasitoide puede contribuir a las estrategias de

manejo de plagas.

Los analisis de DNA barcoding y posteriores reconstrucciones filogenéticas
realizados para el parasitoide de N. dissimulator indicaron que la secuencia incognita se
agrupd con secuencias colectadas en Costa Rica. La distancia genética intragrupo (menor
al 4%) se encuentra dentro de los limites de variacién intraespecifica para secuencias COI
de taquinidos (ca. 7%; Fleming et al., 2015) y dipteros en general (ca. 9%; Hebert et al.,
2003b). Ademas, Dittrich et al., (2006) reportaron una divergencia genética del 5,3%
entre diferentes biotipos del taquinido Sturmiopsis parasitica (Curran 1939). Esto sugiere
que el parasitoide identificado en este trabajo y las secuencias recuperadas en Costa Rica
pertenecen a la misma especie. Sin embargo, este grupo monofilético no se agrupa con el
resto de las secuencias de Celatoria disponibles y las distancias genéticas son superiores
a los valores de variacion intraespecifica esperados (13-16%), por lo que es factible que

sean especies distintas, constituyendo el género Celatoria un grupo polifilético. Celatoria

3 Los huevos microtipo de la familia Tachinidae son los huevos méas pequefios de los que hay registro en
insectos (Cevallos, 1994). En general, miden entre 0,02 y 0,2 mm de largo, siendo 0,44 mm el largo del
huevo microtipo mas grande registrado para la especie Chaetogaedia monticola (Bigot 1887) (Clausen,
1940).
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bosqi (Blanchard 1937) posee distribucion Neotropical y se encuentra en Argentina de
manera tal que su rango de distribucion se solapa con el de N. dissimulator (Cabrera
Walsh, 2005), lo que la convierte en una buena candidata para continuar el estudio de las

relaciones hospedador-parasitoide en la tribu Naupactini.

Por otro lado, se confirmé la identidad del parasitoide-D de N. cervinus como
Oestrophasia sp. ya que se recuperd un grupo monofilético compuesto por las muestras
argentinas y las demas secuencias de Oestrophasia spp. consideradas en este estudio. La
baja divergencia genética detectada entre el parasitoide-D y el grupo Misiones (3%)
sugiere que todas las muestras argentinas podrian pertenecer a una Unica especie para la
cual no hay registros de la secuencia COI depositadas en las bases de datos de acceso
publico. Se necesita profundizar el estudio de los taquinidos argentinos y su relacion con
la tribu Naupactini para corroborar esta hipétesis y establecer de qué especie se podria
tratar. Cabe mencionar que el arbol filogenético que se construyé con registros de
Oestrophasia spp. de Costa Rica, Estados Unidos, Canada y Argentina mostr6 una clara
separacion basada en el origen geografico de las muestras (Norteamérica vs. Argentina,
con 100% de soporte nodal). Ademas, las distancias genéticas entre estos especimenes y
los de Argentina oscilaron entre 7-13%, lo que sugiere que pertenecen a especies
diferentes. Estos resultados enfatizan la necesidad de estudiar la diversidad de taquinidos

americanos.

El parasitoide-H de N. cervinus sin duda pertenece al género Microctonus, como lo
indica el analisis realizado a nivel de género. Hebert et al., (2003b) encontraron una
divergencia genética media del 11,5% para los himendpteros que pertenecen a diferentes
especies. Esto fue confirmado por Rugman-Jones et al., (2009), quienes reportaron que el
rango de divergencia genética entre especies del complejo de especies de bracdnidos

Psyttalia concolor (Szépligeti 1910) fue de 4,8-13,9%. En el presente trabajo se encontrd
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una distancia genética de 12-15% entre el parasitoide-H y las especies de Microctonus
estudiadas, a saber: M. aethiopoides de la Regidn Paleartica; Microctonus zealandicus
(Shaw 1993) de Nueva Zelanda; Microctonus brassicae (Haeselbarth 2008) del Reino
Unido y Microctonus hyperodae (Loan 1974) del Neotropico. Por lo tanto, es posible

concluir que el parasitoide-H de N. cervinus pertenece a otra especie.

Las distancias genéticas entre las secuencias del parasitoide-H y de los otros
ejemplares de Microtonus spp. depositadas en la base de datos BOLD para Argentina,
incluyendo el primer registro de Microctonus sp. parasitoide de N. cervinus (Rodriguero
et al., 2014), sugieren la presencia de varias especies de Microctonus no descritas aln en
este pais. Otra posibilidad es que el parasitoide aqui reportado pertenezca a una especie
sudamericana descrita Gnicamente en base a la morfologia del adulto. Este puede ser el
caso de Microctonus audax (Muesebeck 1958) o Microctonus brasiliensis (Loan & Lloyd
1974), con rangos geograficos superpuestos al de N. cervinus (Muesebeck, 1958; Loan &

Lloyd, 1974; Rodriguero et al., 2014).

El hecho de que las secuencias de Argentina, Costa Rica y Canada parecieran estar
relacionadas entre si y no se agruparan con otras especies de Microctonus, junto con las
distancias genéticas observadas entre ellas, sugiere la existencia de una gran diversidad
de Microctonus spp. en el continente Americano. Muchas especies de este género juegan
un papel importante en el control bioldgico de plagas de gorgojos como M. aethiopoides
contra Hypera postica (Gyllenhal 1813) en los Estados Unidos (Kingsley et al., 1993;
Radcliffe & Flanders, 1998) y Sitona discoideus (Gyllenhal 1834) en Nueva Zelanda
(Gerard et al., 2007; Phillips et al., 2007), asi como M. hyperodae contra Listronotus
bonariensis (Kuschel 1955) (Goldson et al., 1993). En este contexto, los estudios de
diversidad basados en datos moleculares de Microctonus podrian contribuir a la mejora

de las estrategias de control bioldgico.
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La transmision horizontal exitosa de Wolbachia es frecuente en sistemas hospedador-
parasitoide, principalmente del hospedador al parasitoide (Werren et al., 1995; Vavre et
al.,, 1999). Ciertamente, esta direccion de transferencia ha sido sustentada
experimentalmente (e.g., Heath et al., 1999; Huigens et al., 2000, 2004). Sin embargo,
también hay evidencia que sugiere una transmision exitosa de hospedadores infectados a
otros no infectados mediada por parasitoides (Ahmed et al., 2015; Brown & Lloyd, 2015).
Para que esto ocurra, las bacterias transmitidas por el parasitoide necesitan llegar a la
linea germinal del hospedador. En el caso de los parasitoides koinobiontes, que permiten
la actividad del hospedador mientras los embriones del parasitoide se desarrollan (Askew
& Shaw, 1986), las bacterias podrian colonizar la descendencia del hospedador si este
ultimo es capaz de reproducirse después de adquirir el parasitoide. Se ha demostrado que
Wolbachia logra alcanzar la linea germinal luego de ser inyectada en el abdomen de D.
melanogaster (Frydman et al., 2006). Entonces, si ocurriera una respuesta inmunitaria
incompleta en el hospedador (i.e., que provocara la muerte del parasitoide mas no asi de
sus bacterias), la muerte de una larva parasitoide infectada con Wolbachia podria
provocar la liberacion de esta bacteria al celoma del hospedador (Cordaux et al., 2001;
Michel-Salzat et al., 2001), posibilitando el establecimiento de una infeccién en la linea
germinal. La hipétesis de la "aguja sucia"?* (sensu Houck et al., 1991) también puede
estar implicada en la transferencia horizontal del parasitoide al hospedador (Gehrer &
Vorburger, 2012). Para los sistemas estudiados en este trabajo, solo podemos decir que
dado que los parasitoides que encontramos son koinobiontes, la transmision horizontal

podria darse en ambos sentidos, a diferencia de lo que podria ocurrir con los parasitoides

24 Mecanismo mediante el cual un parasitoide no infectado recoge una bacteria cuando parasita a un
hospedador infectado y luego transmite la bacteria a un nuevo hospedador no infectado en un segundo
evento de parasitismo (Ahmed et al., 2015; Gehrer y Vorburger, 2012). Los drganos involucrados en esta
transmision pueden ser el ovipositor o las piezas bucales de los parasitoides (Ahmed et al., 2015; Gehrer
y Vorburger, 2012).
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idiobiontes, que rapidamente provocan la muerte de sus hospedadores, en los que la Unica

direccion posible es que la bacteria se transfiera del hospedador al parasitoide.

Inferir un evento de transferencia horizontal de Wolbachia y la direccién de la
transmision en poblaciones naturales es un desafio. La evaluacion de la direccion
requiere, en primer lugar, caracterizar la infeccion en ambas poblaciones y luego
investigar su distribucion geogréafica a nivel de poblacion y comunidad (Johannesen,
2017; Hou et al., 2020). Elias-Costa et al., (2019) identificaron dos cepas de Wolbachia
en P. postfasciatus, tal que la mayoria de las poblaciones estudiadas estaban infectadas
con la cepa wNaul; sin embargo, dos poblaciones albergaban la cepa wNau5, cuyo Unico
hospedador conocido hasta la fecha es N. cervinus (Rodriguero et al., 2010a), especie en
la cual la infeccidn se halla fijada (Rodriguero et al., 2010b). El hecho de que estas ultimas
poblaciones coexistan con N. cervinus, sumado a la prevalencia de las infecciones en
consideracién, sugiere que la direccion de la transferencia habria sido desde N. cervinus

a P. postfasciatus, posiblemente a través de parasitoides.

El parasitoide-H result6 infectado con Wolbachia, muy probablemente con la misma
cepa presente en su hospedador. El alelo 127 del gen gatB solo ha sido reportado para la
cepa wNau5 (se consultd la base de datos de genotipos multilocus de Wolbachia en:
https://pubmlst.org/organisms/wolbachia-spp), que a su vez es caracteristica de N.
cervinus (Rodriguero et al.,, 2010a). Este hecho podria evidenciar un evento de
transferencia horizontal que implicara la participacion de parasitoides y puede suponer el
comienzo de un nueva linea de investigacion. Por otra parte, la coincidencia en la
identidad de las cepas de ambos insectos puede deberse a otras causas ademas de la
transferencia horizontal (Hughes et al., 2004; Johannesen, 2017), pero para entenderlas
es necesario profundizar en la historia evolutiva comin entre simbiontes, parasitoides y

hospedadores.
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5.4.1 Consideraciones finales
El control bioldgico de insectos plaga se plantea como una alternativa importante al uso

de pesticidas (De Clercq et al., 2011), y los parasitoides se consideran herramientas
potencialmente Gtiles. El establecimiento de especies en nuevos ambientes se ha vuelto
més frecuente, por lo que la caracterizacion de enemigos naturales es especialmente
importante en casos como el de N. cervinus, que tiene una gran capacidad colonizadora

(Rodriguero et al., 2016, 2019, 2023) y ha demostrado ser econémicamente dafiina.

El anélisis de DNA barcoding permiti6 la identificacion de dos parasitoides de N.
cervinus hasta el momento inéditos, y reportar el primer caso de parasitoidismo en N.
dissimulator a nivel de género, ain sin haber podido concretar la identificacion
morfoldgica de larvas y/o adultos. Por lo tanto, los “codigos de barras” son valiosos
cuando hay escasa informacién sobre un grupo taxonémico dentro de una regidn

geogréfica especifica (e.g., moscas taquinidas en la region neotropical).

Que el parasitoide-H y su hospedador compartan el alelo que caracteriza a la cepa
wNau5 es sumamente sugestivo y permite hipotetizar que los parasitoides podrian actuar
como vehiculos para la transferencia horizontal en la tribu Naupactini. Por el contrario,
la infeccion con los endosimbiontes bacterianos estudiados no se detect6 en ninguno de
los taquinidos estudiados, aunque este diagndstico negativo no descarta el potencial de
este tipo de transmisidn. Se necesitan mas estudios de las poblaciones de N. cervinus y N.

dissimulator para aclarar las relaciones entre hospedador, parasitoide y simbionte.

Finalmente, es fundamental ampliar la forma en la cual se exploran las relaciones
entre hospedadores y parasitoides para incluir a la microbiota. Es importante comprender
el papel que juegan los simbiontes en la interaccion hospedador-parasitoide y como esta
interaccion podria modelar la transferencia horizontal y consiguiente expansion del

simbionte.
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